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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe. ) 


Die physiologischen Bedingungen der Pigmentbildung 
von Merulius lacrymans domesticus Falck*. 


Von 
WERNER ZOBERST. 


(Hingegangen am 26. April 1952.) 


Die Fahigkeit des Hausschwamms, Farbstoffe zu bilden, ist in den 
letzten Jahrzehnten von mehreren Forschern beschrieben worden. Doch 
scheinen sich die Untersuchungsergebnisse, die von der Kennzeichnung 
des Tatbestandes bis zu Versuchen der Auffindung physiologischer Zu- 
sammenhange reichen, gegenseitig auszuschlieBen oder zumindest stark 
einzuschranken: 


ZOPF (1890) gibt an, bei Werulius lacrymans mehrere farbende Substanzen beob- 
achtet zu haben: einen wasserléslichen gelbbraunen Inhaltsfarbstoff und ein rot- 
braunes Harz. vy. TusEur (1902) hat sich eingehender mit dem ,,Auftreten gelber 
Hyphen in dem vodllig weiBen Hausschwammycel‘ beschaftigt und aus der mit 
Osmiumsiaure erzielten Schwarzfirbung geschlossen, daB es sich bei dem Farbstoft 
um ein gelbgefarbtes Fett handele. In der Folgezeit haben verschiedene Autoren 
(Muz, 1908; Horrmann, 1910; Farcx, 1912) darauf hingewiesen, daB ungiinstige 
Kulturbedingungen oder sonstige wachstumshemmende Einwirkungen fiir das 
Auftreten des gelben Farbstoffes verantwortlich gemacht werden konnen. Dariiber 
hinaus wird auch an die entwicklungshemmenden Ausscheidungsprodukte anderer 
Pilze gedacht (Mischkulturen; siehe auch Harper, 1911). Dagegen vertritt WEHMER 
(1912a), dem wir die umfassendste Untersuchung tiber die Pigmentbildung von 
Merulius lacrymans verdanken, die Ansicht, daB gerade iippig wachsende Kulturen 
alsbald eine starke Gelbfarbung zeigen. Er weist deshalb dem gelben Pigment die 
Rolle eines normalen Stoffwechselproduktes zu. CzapEK (1921) hat die Vermutung 
ausgesprochen, daf der von StaHLscuMIDT (1877, 1879) als Polyporsaure bezeich- 
nete ockergelbe Farbstoff eichenbewohnender Polyporaceen mit den Merulius- 
pigmenten in Beziehung stehen konnte. 


Zuasammenfassend kann gesagt werden, da iiber die Bildungs- 
bedingungen der Pigmente wenig Sicheres, iiber deren Physiologie und 
Chemie gar nichts bekannt geworden ist. Ziel dieser Arbeit ist die Auf- 
klarung der physiologischen Bedingungen der Pigmentbildung und 
einiger damit in engem Zusammenhang stehender Probleme. 


I. Methodik. 


Alle Versuche wurden mit einem Stamm aus dem Forstbotanischen Institut zu 
Hannoversch-Miinden durchgefiihrt. Je nach den experimentellen Erfordernissen 
wurde er auf Weizenkleie, Malzwiirze oder synthetischer Nahrlosung weiterkulti- 
viert. Folgende Nahrbéden und Nahrlésungen wurden verwendet: 


* Auszug aus der Dissertation ,,Beitrage zur Physiologie des Hausschwammes 
(Merulius lacrymans domesticus Falck)‘ der Techn. Hochschule Karlsruhe 1952. 


* Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18. I 
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Weizenkleie, versetzt mit der dreifachen Gewichtsmenge Leitungswasser ; 
Malzwiirze vom spez. Gewicht 1,025; Malzwiirze-Agar; aschenfreie Filtermasse der 
Firma Schleicher & Schill. 

Synthetische Nahrlésungen nach RicHarps, CzAPEK-Dox, RavuLin-THOM. | 
Als komplexe Zusitze dienten Hefeautolysat, Hefe- und Kleiewasser (in der 
iiblichen Weise hergestellt). Die Kulturen standen bei 22—26° C im Zimmer, bei 

Dunkelversuchen in einem Kellerlabor bei 22—24° C. 

Die Kultursubstrate wurden durch dreimaliges Erhitzen im Dampftopf sterilisiert. 
Zur Trockengewichtsbestimmung wurde der gesamte KulturgefaBinhalt durch 
Filtertiegel, oder bei Reihenbestimmungen durch gewogene Papierfilter, filtriert. 
Die zur Befreiung von Nahrlésungsresten mit Aqua dest. gewaschenen Mycelien 
wurden 3 Std. bei 95° C getrocknet und auf der Analysenwaage gewogen. — Als 
Pufferlosungen wurden Phosphatgemische verwendet. — Oxalsiure wurde nach 
Fallen mit CaCl, durch Titration mit KMnO, bestimmt. 

Atmungsmessungen mit der Warpura-Apparatur: Bei der Herstellung der 
Versuchsansatze sowie der Berechnung des Gasstoffwechsels wurde nach den von 
Umereit, Burris u. STAUFFER (1949) mitgeteilten Vorschriften verfahren. Einzel- 
heiten tiber Bestimmungsgré8en werden im Versuchsteil angefiihrt. Pilzdecken- 
methode: Auf synthetischer Nahrlésung herangezogene Myceldecken wurden 
nach verschiedenen Zeitspannen auf neue Substrate iibertragen. Vor dem 
Ubertragen wurden die Mycelien unter vorsichtigem Umschwenken zweimal mit 
Aqua dest. gewaschen, um samtliche Nahrlosungsreste aus der Vorkultur zu ent- 
fernen. 


Il. Die Farbstoftbildung in Abhiangigkeit von den Bestandteilen 
des Kulturmediums. 


A. EHinfluB verschiedener Kohlenstoffquellen. 

Als Kohlenstoffquellen (5°) wurden Monosaccharide, Disaccharide und Glycerin 
verwendet (siehe Tab. 1). Jeder Kolben enthielt 50 cm folgender Nahrlésung: 5% 
jeweilige Kohlenstoffquelle, 5,0 g NH,-tartrat, 2,0 ¢ KNO,, 1,5 ¢ KH,PO,, 1,5¢ 
MgSO,: 7 H,0, 5 Tropfen 1%ige FeCl,-Lésting, 1 mg Aneurin, 1000 em* Aqua dest. 
— Kulturdauer 8 Wochen, Ausgangs-py 5,8. 

Die bei Abbrechen des Versuches gemachten Beobachtungen sind in 
Tab. 1 zusammengefaBt. In den Xylose-Kulturen fand die stirkste 
Farbstoffabscheidung in die Niahrlésung statt, der aber die Glucose-, 
Fructose- und Lactose-Ansiitze nur wenig nachstanden. Wesentlich 
geringer war die Pigmentbildung in den Maltose-, Galaktose- und Gly- 
cerin-Kulturen, wiihrend die Saccharose-Nihrlésungen nur Spuren des 
gelben Farbstoffes aufwiesen. Die Myceltrockengewichte entsprachen in 
ihrer GroBenordnung der Ausscheidungsmenge des gelben Farbstoffes. 
Die Pigmentbildung kann unter den gewahlten experimentellen Be- 
dingungen also nicht das Ergebnis von Schiidigungen oder Hemmungen 
sein, sondern mu als mit dem normalen Stoffwechselablauf verkettet 
aufgefaht werden. 

Allgemein fiel auf, daB die Pigmentbildung in Disaccharidkulturen 
zeitlich etwas spiiter eintrat, was seine Erklirung wohl in den not- 
wendigen hydrolytischen Spaltungsvorgingen findet. Die geringen 
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Myceltrockengewichte auf Saccharose gaben Veranlassung zu weiteren 
Versuchen, um die Ursachen dafiir herauszufinden. 

Theoretisch gibt es verschiedene Erklarungsméglichkeiten. Einmal konnte das 
die Saccharose spaltende Ferment adaptiver Natur sein oder seine Tatigkeit von 


Tabelle 1. 
Hinflup verschiedener Kohlenstoffquellen auf Wachstum und Pigmentbildung. 


Charakteristika der Kulturen bei Trocken- 
Kohlenstoff- PH Ye! | gewicht in mg 
quelle Nahridsung Mycel- Versuchs- (Mittel aus 
Oberseite Unterseite ene4 6 Kolben) 
Glucose. . .| goldgelb _ gelbe Stellen | ockerfarben- 2,6 180 
braun 
Fructose . .) goldgelb farblos schwach 2,5 174 
gelblich 
Galaktose. .| citronengelb farblos schwach 3,1 93 
gelblich 
‘Xylose . . .|stark goldgelb| gelbe Stellen stark 2,4 317 
ockerfarben 
Glycerin . .| citronengelb schwach gelblich 3,5 94 
braunlich- 
violettfarben 
Saccharose .| Pigment- graulich graulich 4,5 23 
spuren 
Maltose. . .| citronengelb | gelbe Stellen | citronengelb PAH 115 
Lactose. . .| goldgelb farblos ockerfarben 2,7 171 


Stoffen abhangen, die den Nahrlésungen nicht zugesetzt worden waren. Weiterhin 
mute auch an eine mégliche phosphorolytische Spaltung gedacht werden, ein 
Umstand, der wegen Mangel an Adenylsiaure und Adenosintriphosphat Eee nicht 
experimentell gepriift werden konnte. 

Die Enzymtatigkeit und damit die Myceltrockengewichte lieBen sich 
auf verschiedene Weise steigern: 1. durch Vorkultur der zum Impfen 
benutzten Mycelien auf Saccharose enthaltenden Lésungen; 2. durch 
Verwendung gréBerer Impfstiicke als der sonst benutzten; 3. durch Zu- 
satz geringer Mengen Hefeautolysat (1 em*/50 cm*® Nahrlésung). Die mit 
Hefeautolysat versehenen Saccharose-Kulturen erreichten nach 8 wéchi- 
ger Kultur den Glucose-Kulturen annahernd entsprechende Mycel- 
trockengewichte. Die gleiche Beobachtung wurde bei Verwendung von 
braunem Handelsrohrzucker gemacht. Diese Trockengewichtserhéhung 
kann wohl in beiden Fallen der Wirkung in der Nahrlésung zusatzlich 
vorhandener Wuchsstoffe und Aminosiuren (Mutterlaugenreste des 
Handelsrohrzuckers) zugeschrieben werden. 

Neben den erwahnten Zuckern wurde noch der EKinflu8 verschie- 
dener organischer Siuren und teilweise auch deren Salze auf die 
° 1* 
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Pigmentbildung gepriift; nimlich Citronensiure, Bernsteinséure, Na- 
triumsuccinat, Essigsiure, Natriumacetat, Oxalsaure und Ammonium- 
oxalat (alle in 2% iger Lésung). Dabei wurde das Ammoniumtartrat der 
Nihrlésung durch Ammoniumnitrat ersetzt, um einen Kinflu8 des 
Weinsaurerestes auszuschalten. 


Vorwegnehmend sei gesagt, daB es trotz wiederholter Versuche nicht 
gelungen ist, den Hausschwamm auf Oxalsaiure und Ammoniumaxalas 
zur Entwicklung zu bringen. 

Auch ein Ersatz der anorganischen Stickstoffverbindung durch Pepton hat daran 
nichts geaindert. Die nur auBerst sparlich ausgewachsenen Mycelstiickchen machten 
die Entscheidung, ob hier Wachstum durch Assimilierung der Nahrlésung oder nur ~ 
ein Aufbrauchen mitgebrachter Reserven vorlag, véllig unméglich. Dagegen haben 
Norp u. Vrrucct (1947) gefunden, daB Merulius niveus, Merulius tremellosus und 
Fomes-annosus freie Oxalsdure, nicht aber deren Salze verwenden kénnen. 

Das Wachstum auf den anderen Verbindungen war ebenfalls recht 
schwach. Die Myceldecken waren auBerst diinn und durch ausgepragte 
, Strangbildung‘‘ gekennzeichnet, ein Charakteristikum, das im Verlauf der 
Untersuchungen immer dann festgestellt wurde, wenn die verwendeten 
Nahrlésungen nur schlechtes Wachstum erméglichten (s. Mrz, 1908). 
In keiner Kulturfliissigkeit ist das gelbe Pigment aufgetreten. Selbst 
nach fast 6monatiger Kultur zeigten nur wenige Mycelien engbegrenzte 
gelbe Stellen, wahrend die Mehrzahl bei vélliger Farblosigkeit einen 
gerade wahrnehmbaren graulichen Ton aufwies. 

Das Fehlen der Pigmentausscheidung in die Nahrlésung und die nur sparliche 
und begrenzte Farbstoffbildung im Mycel ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB die 
organischen Sauren nur sehr langsames und schwaches Wachstum erméglichten. 

Die unter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen gewonnenen 
Ergebnisse zeigen deutlich, daB der Pigmentbildung unter den an- 
gewandten Bedingungen die Rolle eines véllig normalen Stoffwechsel- 
vorganges zukommt. Das spricht fiir die schon von WEHMER (1912a) - 
geauBerte Vermutung. 


B. Der EinfluB verschiedener Stickstoffquellen. 


Zahlreiche anorganische Stickstoffquellen wurden bei Glucose (5%) als Kohlen- 
stoffquelle gepriift. Die Nahrlésungen enthielten an Mineralsalzen und Wuchs- 
stoffen: 1,5 g KH,PO,, 1,5 g MgSO,- 7 H,0, 5 Tropfen 1%ige FeCl,-Lésung, 1 mg 
Aneurin, 1000 cm* Aqua dest. Ausgangs-py 6,0. — Um die Versuchsergebnisse 
vergleichen zu kénnen, erhielten alle Kulturen gleiche N-Mengen (15 und 30 mg 

N,/50 cm’ Nahrlésung). Uber die Wirkungen von Aminosiuren siehe unten. 

Zusammenfassend kann gesagt werden: Alle Kulturen mit Kalium- 
nitrat, Ammoniumnitrat oder Ammoniumchlorid zeigten selbst nach 
6woéchiger Kultur keine oder nur eine ganz geringe Pigmentaus- 
scheidung in die Nahrlésung und farblose Mycelien. Die Nahrlésungen 
mit Asparagin, Ammoniumtartrat oder Harnstoff waren stark gelb— 
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goldgelb gefarbt, wobei auch die Mycelien zahlreiche gelbe Stellen auf- 
wiesen. Die Gelbfirbung der Harnstoff enthaltenden Kulturen war be- 
sonders stark und beim Zerkleinern der Mycelien zeigte sich, da8 in 
ihrem Innern die Hyphen vollig dunkelrotbraun verfirbt waren. 


Uberraschenderweise iibertrafen die Myceltrockengewichte der Harn- 
stoff-Kulturen die der mit anorganischen Stickstoffquellen erreichten um 
mehr als das Doppelte. Doch auch Norp u. Scrarrr (1946) haben 
berichtet, daB Harnstoff und Asparagin fiir die von ihnen untersuchten 
Merulius-Arten die besten Stickstoffquellen darstellten. Auf den Nahr- 
lésungen mit Thioharnstoff trat kein Wachstum ein: 

Selbst nach 6 Wochen zeigten die Impfstiickchen, die teilweise citronengelb 
verfarbt waren, nur eine ganz sparliche Bildung von farblosem Luftmycel. Auch 
Kulturen, denen noch 100mg Ammoniumnitrat/50 cm? Nahrlésung zugesetzt 
worden waren, wuchsen in den ersten 14 Tagen unter Bildung von farblosem Mycel 
nur zogernd an, nachdem die Impfstiickchen schon am 2. Tage vollig gelb gefarbt 
waren. In den folgenden 4 Wochen zeigten die Mycelien ein seltsam ,,gestauchtes‘ 
Aussehen und nahmen nur 1/, der Substratoberflache ein, wahrend Kontrollen mit 

-Ammonium- und Kaliumnitrat in der gleichen Zeit bereits 5—6 cm Glaswandmycel 
gebildet hatten. Worauf diese Thioharnstoffhemmung beruhte, kann nicht an- 
gegeben werden. QUASTEL u. SCHOLEFIELD (1949) haben in anderem Zusammen- 
hang zeigen kénnen, dafi die Sauerstoffaufnahme nitrifizierender Bakterien in 
Gegenwart von Ammoniumchlorid schon durch ganz geringe Thioharnstoff- 
konzentrationen (0,00033 M) vollig gehemmt wird. 

Gleich den bei den verschiedenen Zuckern gemachten Erfahrungen ergab 
sich auch hier, daB diejenigen Stickstoffquellen, die das beste Wachstum 
ermoglichten, den gréBten EinfluB auf die Pigmentbildung ausiibten. 


C. Die Bedeutung des Wuchsstoffbedarfes fiir die 
Pigmentbildung. 


Bei Versuchen zur Erzielung méglichst wuchsstoffarmer Impfkulturen 
war aufgefallen, da8 trotz dem in den aufeinanderfolgenden Passagen 
immer geringer werdenden Wachstum die Pigmentbildung in den Ober- 
flichenmycelien und die Pigmentausscheidung in die Nahrlésung stetig 
zunahmen. Dabei konnte besonders an den Mycelunterseiten eine starke 
dunkelrotbraune Verfairbung regelmaBig beobachtet werden. Da der 
Hausschwamm aneurinheterotroph ist (Fries, 1938; KUHLWEIN u. 
ZopErRst, 1952), muBten bei der erzwungenen Wuchsstoffverarmung all 
jene Vorgiinge in Mitleidenschaft gezogen werden, die die Carboxylase 
katalysiert oder die in direkter Abhangigkeit von den Endprodukten 
dieser Katalyse stehen. Das konnte experimentell dadurch bewiesen 
werden, daB nach Zugabe einer kleinen Aneurinmenge (1—10 1/50 cm’) 
die véllig gelbgefarbten und stark gehemmten Mycelstiicke sehr rasch 
farblos aus- und weiterwuchsen und sich in der Folge wie normale Kul- 


turen verhielten. 
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D. Der EinfluBp der Wasserstoffionenkonzentration. 


Bei Versuchen zur Ermittlung der optimalen Wasserstoffionenkon- 
zentration hat sich ergeben, da ein Ausgangs-py zwischen 5,8 und 6,2 
am giinstigstenist. Bei py- Werten von 3,0 zeigte sich nur geringer Bewuchs. 

Das wird aus dem Kulturverhalten des Hausschwammes verstiandlich. Ein nur 
schwach saures py zu Beginn des Versuches wird erst im Verlaufe einiger Wochen 
durch die Siurebildung des Pilzes so verschoben, das mit Hemmwirkungen zu 
rechnen ist. Dariiber hinaus spielen bei verschiedenen pq-Werten Veranderungen der 
Zellkolloide eine wichtige Rolle, entscheidet doch deren Ladungszustand mit tiber 
das Ausma8B und die Art der aus der Nahrlésung aufzunehmenden Ionen. Davon 
wird ganz besonders die Assimilation der anorganischen Stickstoffverbindungen 
betroffen (K. Ripren, 1931; Binnie, 1936). Wahrscheinlich la8t sich damit auch 
die Uberlegenheit des Nitratstickstofis gegeniiber dem Ammoniumstickstoff in den 
Hausschwammkulturen erklaren. 


E. Die Pigmentbildung auf synthetischen Nadhrlésungen mit 
komplexen organischen Zusdtzen. 


In den letzten Jahren durchgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, daB sich die 
Ausbeuten an bestimmten Stoffwechselprodukten erhdhen lassen, wenn dem Kultur- 
medium die Bausteine in entsprechender Form zugesetzt werden. So hat DirnrzEn 
(1949) berichtet, da verschiedene Actinomyceten-Arten bereits im Stadium des 
Baustoffwechsels prodigiosinihnliche Farbstoffe bilden, wihrend Rivett und PETER- 
son (1947) ahnliche Verhiltnisse fiir die Synthese des Antibioticums Streptolin 
gefunden haben. 


Der zeitliche Verlauf der Pigmentbildung wurde an einer Vielzahl von Kulturen 
auf Nahrl6sungen von CzarpnK-Dox und Raviin-THom untersucht. Die Nahr- 
losungen enthielten zusitzlich 1 mg Aneurin und 10 cm* Hefeautolysat oder Kleie- 
wasser/1000 em. 

Bereits nach Ablauf der 1. Woche waren die Nahrlosungen der auf 
Ravwiy-THom kultivierten Mycelien stark citronengelb gefarbt, waihrend 
die auf CzaprK-Dox befindlichen wesentlich geringere Pigmentabschei- 
dung zeigten. Die Fiirbung der Rautin-THom-Lésungen nahm in den 
folgenden Wochen langsam aber stetig zu. Nach 2monatiger Kultur- 
dauer setzte auch in den CzapEK-Dox-Ansitzen sehr starke Pigment- 
ausscheidung ein, die bei Abbrechen der Versuche nach durchschnitt- 
lich 3 Monaten die der Rautin-THom-Kulturen sogar zu iibertreffen 
schien. Die Unterseiten der Mycelien wiesen ebenfalls eine starke dunkel- 
rotbraune Farbung auf, wiihrend die Oberseiten fast véllig gelb gefirbt 
waren. Das Wesentliche der hier geschilderten Verhaltnisse ist wohl 
darin zu sehen, da8 Beginn und Intensitit der sichtbaren Pigment- 
bildung durch die Konstituenten der Nahrlésung bestimmt werden. Die 
Auswirkungen zeigten sich auch in den Wachstumsverhiltnissen, wobei 
die auf Raviix-THom kultivierten Mycelien in der Mehrzahl bereits 
nach 4 Wochen den Wattestopfen erreicht hatten, wihrend die Mycelien 
der CzapeK-Dox-Kulturen zu dieser Zeit bei vélligem Bewachsen der 
Substratoberfliche nur eine geringe Glaswandfliche bedeckten. 
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Wichtig erscheint die Beobachtung verschiedener ,, Wachstums- 
schtibe“, die besonders auf CzaPEK-Dox festgestellt wurden. Allerdings 
ist es nicht méglich, Griinde fiir das zumindest scheinbare Sistieren des 
Wachstums und sein Wiedereinsetzen anzufiihren. Uber ahnliche Ver- 
haltnisse bei Actinomyceten haben erst kiirzlich DrmtzEL, BEHRENBRUCH 
u. EucKen (1951) berichtet. 


F. Der EinfluB physikalischer Faktoren. 

1. Das Licht. Die Angabe von Fatcxk (1912), da8 dem Tageslicht aus- 
gesetzte Kulturen Pigment bilden, wihrend im Dunkeln gehaltene Kon- 
trollen farblos bleiben, kann nach eingehender Priifung nicht bestiitigt 
werden. Kin groBer Teil der schon beschriebenen Versuchsansiitze wurde 
gleichzeitig mit jeweils 4—6 Kolben im Dunkeln (Kellerlabor) gehalten. 
Kulturen, die bei Tageslicht Pigment bildeten, zeigten dies auch im 
Dunkeln. Allerdings setzte die Pigmentabscheidung in das Substrat 
zeitlich etwas spater ein, bei Versuchsende wies sie aber die gleiche In- 
tensitat wie im Tageslicht auf. Auffallig war, da8 die Dunkelkulturen 
sehr rasch mit lichterem Mycel an der Glaswand bis zum Stopfen empor- 
wuchsen, eine Erscheinung, die in solcher RegelmaBigkeit an den dem 
Tageslicht ausgesetzten Kulturen nie beobachtet wurde. Kulturen, die 
2 Wochen unter Vorschaltung einer Wasserschicht zur Konstanthaltung 
der Temperatur mit einer 100-Wattlampe bestrahlt worden waren, 
unterschieden sich nicht merkbar von nichtbestrahlten Kontrollen. Auch 
bei Verwendung farbigen Lichtes (Rot, Gelb, Griin, Blau) konnten keine 
Abweichungen festgestellt werden. 

2. Die Temperatur. Das Temperaturmaximum des Hausschwammes 
wird in der Literatur meist mit 26° C angegeben (Gist, 1946; Smrru, 
1949); Smrru hat aber noch bei Temperaturen bis zu 28° C Wachstum 
und Si&urebildung feststellen kénnen. Eigene Kulturen, die bei einer 
Labortemperatur von im Mittel 22° C standen, zeigten dabei sowohl 
optimales Wachstum als auch optimale Pigmentbildung. Erniedrigung 
der Temperatur auf 13—15° C verlangsamte das Wachstum und fihrte 
in zahlreichen Kolben zu gelben und rotbraunen Mycelverfarbungen, 
die Vergleichskulturen bei 22° C nicht zeigten. Sogar im Kiihlschrank 
bei + 4° C aufbewahrte Kulturen zeigten stetiges, wenn auch sehr 
langsames Wachstum und Pigmentabscheidung in das Substrat. 


G. Der EinfluB von Hemmsubstanzen auf die Pigmentbildung 

Um einen Einblick in die Pigmentsynthese zu erhalten, wurden den Nahr- 
lésungen Substanzen zugesetzt, deren Wirkung auf die dissimilatorischen Prozesse 
von Hefen und eine Reihe anderer Pilze bekannt ist (Dimedon und Natriumfluorid). 
Nevspere u. Rerrurte (1920) haben aber darauf hingewiesen, da Dimedon 
wegen seiner Lipoidléslichkeit ein Protoplasmagift darstellt. Daf Dimedon in der 
‘Nahrlésung zerstért werden kann, haben BernuavER u. ScHdn (1928) fiir 
Aspergillus niger gezeigt. 
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Bei allen Versuchen wurde folgende Nahrlésung verwendet, die unter normalen 
Bedingungen sehr gutes Wachstum ermdglicht: 30g Glucose, 1,5 g KH,PO,, 5 g 
NH,-tartrat, 1,5 g MgSO,- 7 H,O, 2 g KNO,, 5 Tropfen 1% ige FeCl,-Lésung, 1 mg 
Aneurin, 1000 cm* Aqua dest.; Kulturdauer 5 Wochen, Ausgangs-px 5,8- 

1. Dimedon (Dimethyldihydroresorcin). Unter Benutzung des Sulfitabfang- 
verfahrens (CaSO) haben NEuBERG u. CoHEN (1921) gefunden, daB Acetaldehyd 
ein Zwischenprodukt des Glucoseabbaues durch den Hausschwamm darstellt. 
Bereits nach einer Woche konnten sie deutliches Auftreten von Acetaldehyd fest- 
stellen und auch nach Ablauf der folgenden 14 Tage noch eine merkliche Reaktion 
beobachten. Durch Zusatz von Dimedon bestand nun die Méglichkeit, den gebil- 
deten Acetaldehyd durch Kondensation zu fixieren. 


Die Versuchsergebnisse (Tab. 2) ergaben aber keinen Anhaltspunkt fiir 
eine Verzogerung der Pigmentbildung, sondern deuteten eher daraufhin, 
daB Dimedon in den beiden héchsten angewandten Konzentrationen neben 
einem hemmenden noch einen toxischen Einflu8 ausiibte. Das geht teils 
aus den Myceltrockengewichten hervor, die nur ?/, der Kontrollen be- 
trugen, teils aus den starken Mycelverfiirbungen, die sich aus citronen- 
gelben und rotbraunen Ténen zusammensetzten. Diese Kulturen wuchsen 
anfangs recht zégernd, stiirker erst von der 3. Woche ab. 


Tabelle 2. Hinflug von Dimedon auf das Wachstum des Hausschwammes. 


Dimedon | Myceltrocken- 
Bg OPED | rte eT Pte ining, 
Niahrlésung | ittel aus 

ihe 2,3 230 

50 2,4 225 

100 27 . 168 

vai 2,9 152 


2. Natriumfluorid. Die Fluoridhemmung des Kohlenhydratabbaues durch 
Mikroorganismen ist in neuerer Zeit mehrfach Gegenstand eingehender Unter- 
suchungen gewesen (NorD u. Mitarbeiter, 1937; WicceRT und WERKMAN, 1939), 
Dabei haben Wiagert und WeRKMAN bei Propionsiurebakterien recht merk- 
wiirdige Verhiltnisse aufgefunden, die erkennen lassen, daB die Kulturbe- 
dingungen die Fluoridwirkung entscheidend beeinflussen. Sie haben auch darauf 
hingewiesen, daf Natriumfluorid nicht notwendigerweise als spezifischer Inhibi- 
tor des Phosphorglycerinsiureabbaues angesehen werden kann. Smiru (1949) hat 
bei ihren Untersuchungen tiber den Kohlenhydratstoffwechsel des Hausschwammes 
festgestellt, da der Glucoseabbau nicht tiber phosphorylierte Zwischenstufen fiihrt, 


da organisch gebundenes Phosphat (ATP und Adenylsiure) dem anorganischen 
unterlegen ist. 


Es ergab sich (Tab. 3), daB die verwendeten Fluoridkonzentrationen 
stark hemmten. Kulturen, die 5 und 10 mg/50 cm’ Nihrlésung enthielten, 
wuchsen wiihrend der ersten beiden Wochen fast normal, waren dann 
in der Folge aber stark gehemmt. Kulturen mit 20 mg Zusatz wuchsen 
von Kulturbeginn an sparlich. Die Mycelien und Kulturlésungen waren 
stark gelbrotlichbraun pigmentiert. Die nur geringe px-Verschiebung 
muB als Ausdruck gehemmter Stoffwechselvorgiinge gewertet werden, 
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kann aber auch durch Autolyseprodukte mitverursacht sein. Inwieweit 
die Permeabilititsverhaltnisse der Pilzhyphen die Fluoridhemmung be- 
einflu8t haben, kann nicht entschieden werden; die Beobachtungen 
sprechen aber fiir eine solche Méglichkeit. 


Tabelle 3. Hinflup von Natriumfluorid auf das Wachstum des Hausschwammes. 


Natriumfluorid Py bei Myceltrocken- 
mg/50 cm? Versuchs- gewicht in mg 
Nihrlésung ende (Mittel aus 

4 Kolben) 
acd 2,3 230 
5 3,5 85 
10 4,1 80 
20 4,3 78 


Ill. Uber eine mégliche physiologische Bedeutung des gelben Pigmentes. 


Zur Klarung der Frage, ob sich farblose und gelbgefarbte Mycelstiicke in irgend- 
einer Weise physiologisch unterscheiden, wurde der Gasstoffwechsel in der WaR- 
BURG-Apparatur untersucht. Um Diffusionsbehinderungen auf ein MindestmaB zu 
beschranken, wurden teils sehr diinne Mycelstiickchen, teils durch Zerreiben im 
Morser gewonnener Pilzbrei verwendet. Die Mycelstiickchen fiir Versuche zur 
Substratoxydation wurden 12 Std. auf Aqua dest. belassen, um die Grundatmung 
herabzusetzen. Zur Bestimmung der Grundatmung enthielt jedes GefaB 1,0 cm? 
0,066 M Phosphatpuffer py 5,2 und 1,5 em* Aqua dest. Der mittlere GefaiBeinsatz 
wurde mit Filtrierpapierréllchen versehen, die mit 0,2 em* 15% iger KOH befeuchtet 
waren. Bei den Versuchen zur Substratoxydation wurde das Aqua dest. durch 
1,5 cm® 0,1 m Glucoselésung ersetzt. Die Schtittelfrequenz betrug 100/min, die 
Temperatur 23° C. Die Trockengewichte der Mycelproben wurden nach Versuchs- 
ende bestimmt: die Werte sind als Qo, angegeben (Qo, = mm® O,/mg Trocken- 
gewicht/Stunde). Die in Tab. 4 und 5 mitgeteilten Zahlen stellen jeweils die Durch- 
schnittswerte aus 4 Bestimmungen dar. Verwendet wurden Mycelien, die auf 
RavLin-THom- und RicHarps-Nahrlosung gewachsen waren. 


Tabelle 4. Sauerstoffverbrauch (Qos) gefirbter und ungefirbter Hausschwammycelien 
ohne Substrat?. 


Alter der Mycelien 


Steigerung der 


in Wochen farblos gelb Grundatmung um 
4 (RT) 2,60 6,50 150,0% (M) 
4 (R) 3,00 6,25 108,3% (M) 
4 (RT) 2,53 6,18 144,3% (B) 
4 (R) 2,86 6,31 120,6% (B) 
1 Abkiirzungen: M = unverandertes Mycel, B = Mycelbrei, R = Ricuarps, 


RT = Ravtin-THom. 


Auffillig ist, daB die gefirbten Mycelstiickchen eine um 100 bis 
150% hdhere Grundatmung zeigen als die farblosen (Tab. 4). Die Er- 
klarung dieses Phanomens ist recht schwierig, wenn man bedenkt, dah 
es an geringen Hyphenmengen beobachtet wurde, deren respiratorische 
Verhaltnisse durch die Art der Verwundung (Verletzen durch Herauslésen 
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aus dem Hyphenverband, Zerreiben) gegeniiber den sonst vor- 
liegenden veriindert sein kénnen. Méglicherweise kénnte das gelbe Pig- 
ment als Wasserstoffdonator fiir das vorliegende Oxydasensystem die- 
nen. Die dadurch hervorgerufene erhéhte Geschwindigkeit der Reduktion 
dieses Systems kénnte dann den gesteigerten Sauerstoffverbrauch verur- 
sachen. Die Eigenschaften des gelben Pigmentes konnen als Stiitze 
dieser Auffassung betrachtet werden (siehe folgenden Abschnitt). 


Tabelle 5. Sauerstoffverbrauch (Qos) geférbter und ungefarbter Hausschwammycelien 
bei Zusatz von 0,1 M Glucose}. 


Alter der Mycelien 1,5 cm* 0,1 M Glucose 
in Wochen farblos gelb 
4 (RT) 5,20 | 5,41 (M) 
4 (R) 5,36 5,64 (M) 
4 (RT) 5,67 5,98 (B) 
4 (R) 5,80 ) 5,24 (B) 


1 Abkiirzungen: M = unveriandertes Myzel, B = Myzelbrei, R — RicHarps, 
RT = Ravwin-THom. 


Dagegen ergaben farblose und gefirbte Mycelstiickchen bei der Sub- 
stratoxydation (0,1 M Glucose) fast gleiche Qo,-Werte (Tab. 5). Die 
Sauerstoffaufnahme der farblosen Mycelproben war betrachtlich erhéht, 
die der gefarbten aber etwas vermindert. Es erhebt sich nun die Frage, 
ob bei Zusatz eines oxydablen Substrates die Grundatmung ihre GroBe 
unverandert beibehialt, vermindert oder gar erhéht wird (van NIEL, 
1943; Umprerr, Burris u. StauFFER, 1949). Da alle Bearbeiter dieses 
Gebietes darin iibereinstimmen, daB die Verhiltnisse bei verschiedenen 
Organismen und Geweben betrichtlich variieren kénnen und Verall- 
gemeinerungen daher unzulissig sind, wurden bei den QQ.-Werten keine 
Korrekturen beziiglich der Grundatmung vorgenommen. Kiirzlich haben 
aber CocHRaNE und Grpps (1951) unter Verwendung von mit Cl mar- 
kierter Glucose eindeutig nachweisen kénnen, daB die Grundatmung von 
Streptomyces coelicolor (Stamm B-3) bei der Substratoxydation nicht 
vermindert wird und daher bei Berechnung des Gasaustausches in Abzug 
gebracht werden kann. 


IV. Isolierung und Eigensehaften der in Nihrlésung und Myecel 
auftretenden Pigmente. 

Keiner der fritheren Autoren, die sich mit dem Problem der Pigmentbildung bei 
M erulius lacrymans beschaftigt haben (v. TunEUF, Fanck, WEHMER), hat versucht 
die in der Nahrlésung und in den Mycelien vorkommenden gefirbten Verbindungen 
zu isolieren, WruMeEr (1912a) gibt lediglich an, da® der hellbraune Sporenfarbstoff 
in Alkalien mit schwarzbrauner Farbe léslich ist und aus dem mit NaOH ge- 
wonnenen Auszuge wieder gefallt werden kann. 


Fiir die Isolierung des gelben Pigmentes aus der Nahrlésung haben 
sich folgende Méglichkeiten ergeben: | 
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Verwendet wurden Kulturfiltrate von Mycelien, die auf CzapEK-Dox und 
Ravtin-THom gewachsen waren. Alter der Kulturen und px bei Versuchsende: 
Ravtin-Tuom: 70 Tage, pq 2,1—2,3; CzarpEK-Dox: 100 Tage, px 3,0—3,1. Die 
Nahrlésungen hatten teils eine stark goldgelbe, teils eine rotlichbraune Farbe. 
Ausgangsmenge: je § 1. 

1. Die durch Absaugen von Mycelresten befreiten Nahrldsungen wur- 
den im Vakuum (12 mm, 24° C) auf 1/, des Ausgangsvolumens eingeengt 
und durch Extraktion mit Petrolither im Scheidetrichter gereinigt, da- 
nach durch Zusatz von 10% HCl auf py 1,5 angesiuert und mit Ather 
ersch6pfend extrahiert. Nach Trocknen iiber Na,SO, wurde die dunkel- 
rote Lésung vorsichtig eingeengt. Der amorphe Riickstand konnte aber 
nicht zum Kristallisieren gebracht werden. Nach der Atherextraktion 
war das im Vakuum konzentrierte Kulturfiltrat noch stark rotbraun 
gefarbt und zeigte griinliche Fluorescenz. Die farbenden Substanzen 
konnten mit n-Butanol, nicht aber mit Chloroform, Benzol oder Tetra- 
chlorkohlenstoff ausgeschtittelt werden. Dieses eigenartige Verhalten 
gegeniiber organischen Loésungsmitteln deutet nach bisherigen Erfah- 
rungen auf melaninartige Verbindungen hin (s. den Abschnitt tiber die 
Kigenschaften der durch Oxydasenwirkung entstandenen Pigmente). 


2. Ein anderer Isolierungsweg griindet sich auf eine Beobachtung, die 
bereits beim Abernten der ersten Kulturen gemacht wurde. Dabei war 
aufgefallen, daB das gelbe Pigment die Haut stark anfarbt. Als Adsorp- 
tionsmittel wurde daher Hautpulver gewahlt, dessen adsorbierende Hi- 
genschaften schon seit langerer Zeit fiir die Gerbstoffbestimmung aus- 
genutzt werden. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dai das Hautpulver 
den gelben Farbstoff sehr gut adsorbierte, wahrend seine Wiederablosung 
einige Schwierigkeiten bereitete. Unter Verwendung eines Methanol/HC\- 
Gemisches (4:1) konnte er aber wieder in Lésung gebracht werden, 


_ Es wurde folgendermaBen verfahren: Das — wie unter 1. angegeben — 
vorbehandelte Nahrlésungskonzentrat wurde mit 2 n NaOH auf px 4,0 
gebracht, mit Hautpulver versetzt und 12 Std. stehen gelassen. Nach 
dem Absaugen wurde das stark gelbgefiirbte Hautpulver bei 50° C ge- 
trocknet, zerkleinert und der Farbstoff mit Methanol/HCl (4: 1) eluiert. 
Die dunkelrot gefirbte Lésung wurde dann im Vakuum eingeengt und 
mit Ather erschépfend extrahiert. Der beim Einengen des Atherextrak- 
tes ausgefallene tiefrote amorphe Niederschlag konnte nur zu einem 
ganz geringen Teil in Gestalt roter Nadeln zum Kristallisieren gebracht 
werden. Auch bei diesem Isolierungsgang war die mit Ather extrahierte 
Lésung noch stark dunkelrotbraun gefirbt. Die farbenden Substanzen 
konnten ebenfalls mit n-Butanol ausgeschiittelt werden. 

Aus der Tatsache, daB das gelbe Pigment gleich den anderen gefarbten- 
in Ather unléslichen Begleitsubstanzen an Hautpulver adsorbiert wird. 
kann wohl mit einiger Sicherheit gefolgert werden, da das Farbstoff- 
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molekiil freie Hydroxylgruppen aufweisen mu. Nach Zusatz von 
Na,§,0, tritt in dem atherunléslichen Teil eine Farbaufhellung ein. In- 
wieweit die darin befindlichen Substanzen mit dem gelben Farbstoff in 
Beziehung stehen, kann nicht entschieden werden. 

Der Atherextrakt des Kulturfiltrates 1aBt sich quantitativ mit n-Bi- 
carbonatlésung ausschiitteln. Dabei nimmt die Pigmentlésung eine zu- 
erst griine, dann dunkelgriine, blaue bis tiefblaue Farbe an, die aber im 
Verlauf weniger Minuten in Braun tibergeht. Nach Zusatz von Na,S,O,4 
tritt sofort die alte Farbe wieder auf (gelb—rot je nach Konzentration). 
Mit Zn/HCl kann véllige Entfarbung erreicht werden. 

Der Farbstoff kann sowohl auf chemischem Wege (Chlorwasser, Jod) 
als auch enzymatisch mit KartoffelpreBsaft (hergestellt nach HAEHN, 
1920) oder mit einem aus dem Hausschwammycel gewonnenen Enzym- 
praparat (s. Abschnitt VI.) in Bicarbonatlésung oxydiert werden. Die 
mit 2 n NaOH versetzte Farbstofflésung hat eine tiefrote Farbe, die sich 
beim Ansauern nicht verandert. 

Mit wiBriger oder alkoholischer FeCl,-Lésung tritt zuerst eine rétlich- 
violette, dann in dunkelolivgriin tibergehende Fiarbung auf. 

Alle Eigenschaften sprechen fiir eine chinoide Verbindung. Die Ent- 
scheidung, ob der Farbstoff eine Carboxylgruppe enthalt, was auf Grund 
seiner Léslichkeit in Bicarbonat vermutet werden kénnte, oder ob pheno- 
lische Hydroxylgruppen seinen sauren Charakter bedingen, mu der 
chemischen. Bearbeitung vorbehalten bleiben. Manches deutet aber 
darauf hin, daB das gelbe (rote) Pigment mit dem Boletol, dem von Kéau 
u. Deis (1935) aus Boletus-Arten isolierten rétlichen Farbstoff, ver- 
wandt ist. 

Aus dem getrockneten und gepulverten Mycel kann der gelbe Farb- 
stoff mit Aceton im Soxhlet extrahiert werden, wobei konzentrierte 
Lésungen ebenfalls eine rote Farbe aufweisen. In dem die Fette enthal- 
tenden Chloroformauszug des Mycelpulvers konnten mittels der Farb- 
reaktionen nach SaLKOWSKI u. LigBERMANN-BURCHARD Sterine nach- 
gewiesen werden. Die im Chloroform befindlichen Farbstoffreste wurden 
zuvor mit 5%, NaOH ausgeschiittelt, um eine Stérung der Reaktionen 
zu vermeiden. 

Die von v. Tusnur (1902) mitgeteilte Beobachtung, daB gelbgefirbte 
Mycelstiicke bei Behandlung mit Osmiumsaure eine blauschwarze Farbe 
annehmen, kann nach den vorliegenden Erfahrungen als durch die Oxy- 
dation des Farbstoffes verursacht erklirt werden, wihrend v. TUBEUF 
den SchluB zog, daB der Ausfall dieser Reaktion fiir die fettartige Natur 
des Pigmentes spreche. Diese Feststellung ist aber schon von WEHMER 
(1912a) in Zweifel gezogen worden. 

Den dunkelbraun und dunkelrotbraun gefirbten Mycelien kann der 
Farbstoff nicht durch Aceton, aber mit NaOH entzogen werden. Bei der 
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Extraktion mit 2% NaOH entsteht sofort eine tiefdunkelrote Losung, 
in der nach Ansaéuern mit 10% HCl ein-voluminéser schokoladebrauner 
Niederschlag ausfillt, der aber nicht weiter untersucht wurde. 

An drei Hausschwammkulturen, die einer anderen Zwecken dienenden Versuchs- 
reihe angehérten, konnte eine merkwiirdige Beobachtung gemacht werden. Die auf 
mit Harnzusatzen versehenen HolzmehInaéhrbéden gewachsenen Mycelien waren 
nach dreimonatiger Kulturdauer vollig stark rétlich-violett verfarbt. Es liegt nahe, 
diese nie mehr in diesem Umfang und in dieser Intensitit angetroffene Verfarbung 
in Anbetracht des Kulturalters als Folge autolytischer Vorgiinge anzusehen. 
Inwieweit im Verlauf der fortschreitenden Harnzersetzung freigewordenes Ammo- 
niak die Ausbildung der Verfarbung beschleunigt oder gar eingeleitet hat, ist schwer 
zu sagen. Bringt man aber auf véllig farblose Mycelstiickchen verdiinnte Ammoniak- 
Lésung auf, so werden diese sehr schnell rotlich-violett, was auch nach Zusatz von 
verdiinnter KOH der Fall ist. Ebenso zeigen unter einer Glasglocke Ammoniak- 
dampfen ausgesetzte Mycelien alsbald eine derartige Verfarbung. 

Begrenzte rétlich- oder blaulich-violette Farbungen konnten mehrmals an auf 
RavLin-THom gewachsenen Mycelien beobachtet werden. 

Der Hausschwamm zeichnet sich also bei Kultur auf synthetischen 

Medien durch Hervorbringen einer Reihe gefarbter Substanzen aus, 
unter denen dem gelben Pigment wegen der unter normalen Kultur- 
bedingungen feststellbaren RegelmaBigkeit des Auftretens die Rolle eines 


hervorstechenden Merkmals zugesprochen werden muB. 


Y. Die Bildung von Pigmenten dureh Pilzdecken auf verschiedenen 
Kohlenstoffquellen. 

Zur Gewinnung ausreichend entwickelter Pilzdecken wurde der Hausschwamm 
in der Regel 3—4 Wochen auf Ricuarps-Lésung kultiviert und die Mycelien nach 
zweimaligem Waschen mit Aqua dest. auf die verschiedenen Kohlenstoffquellen 
iibertragen. Verwendet wurden: Glucose, Xylose und Saccharose in Konzentratio- 
nen von 5 und 7,5%. px bei Versuchsbeginn 5,8. 

Dabei konnten folgende Beobachtungen gemacht werden: 

Glucose. Die Decken zeigten nach 1 Woche Luftmycel und schwache 
Abscheidung von gelbem Pigment in das Substrat. px 3,8. Nach 3 Wo- 
chen hatte das Pigment im Substrat stark zugenommen. Die Unterseiten 
der Decken waren dunkelocker bis rotbraun verfarbt. px 3,2. Bei Ver- 
suchsende — nach 7 Wochen — war das Substrat stark goldgelb gefarbt, 
die Unterseiten der Decken waren dunkelrotbraun. px 2,4. 

Xylose. Gleichzeitig mit der Ausbildung von Luftmycel fand schon in 
der 1. Woche zunehmende Abscheidung von gelbem Pigment statt. 
pu 3,6. Nach 3 Wochen waren die Unterseiten der Decken rotbraun; das 
Mycel hatte auf der Oberflache mehrere gelbe Stellen. py 3,0. Bei Ab- 
brechen des Versuchs war das Substrat goldgelb gefarbt und die Pigmen- 
tierung der Unterseiten der Decken hatte noch an Intensitat zugenom- 
men. pu 2,2. 

Saccharose. Die Pilzdecken wiesen in der 1. Woche nur geringe Luft- 
mycelbildung auf, das Substrat war schwach gelb. px 4,4. Nach 3 Wochen 
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stiirkere Ausbildung des Luftmycels. Die Pigmentabscheidung hatte 
etwas zugenommen, stand aber wesentlich hinter der der Glucose- und 
Xylose-Kulturen zuriick. Die Unterseiten der Decken waren nur schwach 
gelb—hellocker gefarbt. py 3,8. Bei Versuchsende waren die Kulturen 
kaum verdndert. Nur die Unterseiten der Decken hatten einen mehr 
braunlich-dunkelbraunen Ton. px 2,9. 

DaB sich die Pilzdecken so verhalten wiirden, war nach den bisherigen 
Erfahrungen mit Kulturen auf vollstandigen synthetischen Medien nicht 
" vyorauszusehen und aus verschiedenen Griinden iiberraschend. Einmal, 
weil die Pilzdecken schon nach kurzem Verweilen auf der gebotenen 
Kohlenstoffquelle makroskopisch wahrnehmbare Pigmentbildungen zeig- 
ten, die beim Verbleiben auf der zur Vorkultur benutzten Nahrlésung 
zeitlich erst viel spater und nicht in soleher Intensitaét angetroffen wer- 
den kénnen. Weiterhin konnten durch das Fehlen einer Stickstoffquelle 
und von Mineralsalzen synthetische Vorginge nur in beschranktem Um- 
fange ablaufen. Fiir ihr Vorhandensein sprechen aber die beobachteten 
Mycelneubildungen. 

Die Beobachtungen zeigen, da die farblichen Veraénderungen der Sub- 
strate und Mycelien von einem stiindigen Abfall des py-Wertes begleitet 
sind. Wenn auch der Hausschwamm durch die Fahigkeit, selbst in 
saurem Medium Oxalsiiure zu bilden (Smrrx, 1949), sicherlich eine ge- 
wisse Resistenz gegen die damit verbundenen Anderungen in den Nahr- 
lésungen besitzt, so ist es nicht undenkbar, dab bestimmte Mengen 
freier Oxalsiiure auf die Pilzzellen einen toxischen Einflu8 ausiiben. So 
hat Jaquor (1938) gefunden, daB schon 0,04 n Oxalsiure die Atmung 
von Aspergillus niger-Mycelien stark hemmt. Alle Beobachtungen 
sprechen dafiir, daf die Ausbildung dunkelbrauner und rotbrauner Pig- 
mente das Ergebnis autolytischer Vorgiinge ist. In diesem Zusammen- 
hang sei daran erinnert, dafi Kounstamm (1901) im Hausschwammpref- 
saft proteolytische Fermente peptischer Natur nachgewiesen hat. 

Die Pilzdecken auf Glucoselésungen (5%) wurden nach 2maligem 
Waschen mit sterilem Aqua dest. zu neuen Ansiitzen verwendet. Kurz 
nach Ubertragen auf das neue Substrat fand eine auffallige stirkere 
Pigmentabscheidung in die Lésung statt, die in den folgenden Tagen 
stetig zunahm. Die Rotbraunfirbung der Unterseiten der Pilzdecken er- 
streckte sich im Verlaufe der Kultur auch auf die hinzugewachsenen Mycel- 
teile. Nach 9 Wochen wurden die Decken abgeerntet. Die Substrate hatten 
klare gelb—goldgelbe Farbe und ein pg von 2,4—2,6. In einem Kolben 
konnten sogar 2 Ansiitze zur Bildung von Fruchtkérpern beobachtet 
werden. (Uber Fruchtkérperbildung auf synthetischen Medien soll in 
einer anderen Arbeit berichtet werden.) 

In weiteren Versuchen wurden den Glucoselésungen als Stickstoffquelle 
Aminosiuren zugesetzt. Verwendet wurden Glutaminsiure und Aspara- 
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ginsaure in einer Konzentration von 250 mg/100 cm? Lésung. Die iiber- 
tragenen Decken, die bei Versuchsbeginn ungefihr */, der Substratober- 
flache einnahmen, bildeten in den ersten beiden Wochen 3,5—4,0 cm 
dichtes, farbloses Glaswandmycel. Nicht nur die Kulturlésungen wiesen 
eine starke gelb—rotlichbraune Farbung auf, sondern auch die Unter- 
seiten der Decken zeigten eine auferordentlich kraftige Dunkelrot- 
farbung. Die Oberseiten der Pilzdecken waren durch eine ausgedehnte, 
wenn sich auch nicht iiber ihre Gesamtheit erstreckende Gelbfarbung 
gekennzeichnet. Daran anderte sich bis zam Abernten der Decken nichts 
mehr. Der py-Wert der Substrate lag bei 2,2—2,7. 

Auch hier hat sich gezeigt, daB nur die genaue Kenntnis der che- 
mischen Natur und der Mengenanteile der auftretenden Pigmente die 


Grundlage fiir weitere Folgerungen abgeben konnte. 

_ Es sei noch ein Versuch mitgeteilt, der mit etwas abgeainderter Methodik unter 
Benutzung von Pilzdecken durchgefiihrt wurde. Als Kohlenstoffquelle wurde 3% 
Cellulose (aschefreie Filtermasse der Firma Schleicher & Schiill) verwendet, der 
100 cm? einer Mineralsalzlésung (Zusammensetzung entsprach der RicHarps-Lé- 

. sung) zugesetzt wurden. Die iibertragenen Myceldecken bildeten schon in der 

ersten Woche kraftiges farbloses Luftmycel, dessen Umfang im Verlauf der Kultur 

noch merklich zunahm. Entgegen der auf reiner Glucoselé sung und in den weiter- 
kultivierten Kontrollen beobachteten Pigmentbildung, waren nach sechswochiger 

Kultur sowohl die Nahrlésungen als auch die Mycelien véllig farblos. Der pa-Wert 

der Substrate betrug 3,5—3,8. Die gebildete Oxalsiure wurde zu 16,8 und 


21,3 mg/100 cm® bestimmt. 


VI. Vorkommen und Wirkung einer Polyphenoloxydase. 


DaB Pilze beim Zerschneiden oder Verletzen durch den Luftsauerstoff Farb- 
veranderungen erleiden, ist schon lange bekannt (ScHONnBEIN, 1856). So zeigen 
Armillaria mellea und Psalliota campestris zuerst rétliche, dann nach violett bis 
schwarz wechselnde Verfairbung, wahrend viele Boletus-Arten blau anlaufen. Uber- 
einstimmend haben schon die ersten Bearbeiter dieses Gebietes die Farbanderungen 
als Ergebnis fermentativer Tatigkeit betrachtet. Dagegen ist es erst in neuerer Zeit 
méglich gewesen, die Natur der in Betracht kommenden Substrate und den 
Chemismus der Pigmentbildung aufzukliren. Interessant erscheint in diesem 
Zusammenhang der von Kéen u. Detss (1935) gefihrte Nachweis, da die bei 
Boletus-Arten zu beobachtende Blaufarbung durch enzymatische Oxydation des 
Boletols zu einer Dichinon-carbonsaure, deren Alkalisalze blau sind, hervorgerufen 
wird. Dagegen haben Jackson u. KuNnDAL (1949) gefunden, daB die Verfarbung 
von Psalliota campestris nicht der Veranderung eines im Pilzmycel schon vor- 
liegenden echten Farbstoffes zuzuschreiben ist, sondern vielmehr erst das Ergebnis 
einer enzymatisch bedingten Reaktion zwischen einem o-Oxychinon (Oxybenzo- 
chinon) und der Iminosiure 1-Prolin darstellt. Die beiden Autoren haben diese 
“Iminosaure aus dem Pilz selbst isolieren kénnen. Finer Reihe von Aminosauren. 
(Glykokoll, Alanin usw.) kommt ebenfalls die Fahigkeit zu, unter der Mitwirkung 
von Fermenten mit verschiedenen Phenolen (Brenzcatechin, p-Kresol) rote oder 
rotlich-violette Farbstoffe zu bilden. 

Im Laufe der Untersuchungen konnten Feststellungen gemacht wer- 


den, die mit den an den erwahnten Pilzen gewonnenen eine groBe Uber- 
einstimmung zeigen. Denn auch die an den Hausschwammycelien zu 
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beobachtenden Farbverainderungen lassen sich teils mit dem in ihnen 
vorkommenden gelben Farbstoff verkniipfen, teils dem Auftreten solcher 
Pigmente zuordnen, die — wie schon ausgefiihrt — durch Reaktionen 
zwischen phenolischen Kérpern und Aminoséuren entstehen. 


Uber die Abscheidung sauerstoffiibertragender Fermente in den Nahrboden oder 
die Nahrlésung ist beziiglich des Hausschwammes nur recht wenig bekannt ge- 
worden. BavENDAMM (1928) hat auf die vorhandene oder fehlende Ausscheidung 
oxydierender Fermente, die Tannin und Rindenextrakte in dunkelgefarbte Produkte 
umwandeln kénnen, seine bekannte Unterteilung der holzzerstérenden Pilze in 
solche der Wei®- und Braunfaule (Rotfaule) gegriindet. Er hat gefunden, da der 
Hausschwamm auf den mit Tannin- und Rindenextraktzusitzen versehenen Agar- 
platten im Umkreis des Mycels keinen dunklen Hof zu bilden vermag. Unter 
besonderen Bedingungen (abgestorbene Mycelien) konnte BAvENDAMM dagegen 
Ansitze zur Ausbildung von Oxydationshéfen beobachten, obwohl sich diese durch 
hellere Farbe auszeichneten. 


Da nach in neuester Zeit gewonnenen Erfahrungen die Eigentiimlich- 
keiten der verwendeten Pilzstimme den Ausfall solecher Versuche stark 
beeinflussen kénnen (LinDEBERG, 1948), wurden unter Einbeziehung 
fliissiger Medien die BAvVeNDAaMmschen Ergebnisse nachgepriift. Sie kén- 
nen in vollem Umfang bestiitigt werden. Es ist aber aufgefallen, daB die 
Myecelstiickchen selbst nach mehrmaligem sorgfaltigen Waschen mit 
Aqua dest. an der dem Substrat zugekehrten Seite nach Aufbringen von 
FeCl, Blau-Schwarzfarbung zeigten. Da diese Reaktion fiir Tannin 
(Gerbsiure) charakteristisch ist und sonst in keinem Falle beobachtet 
wurde, kann angenommen werden, daf das in der Nihrlésung befindliche 
Tannin zum Teil an den Mycelunterseiten adsorbiert worden ist. 


So teilt Harrie schon 1878 mit, daB in den HolzgefaiBen lebende Pilzhyphen sich 
mit Kisensalzlésungen tintenartig farben und zieht daraus den SchluB, daB der 
Gerbstoff unverindert aufgenommen und erst im Innern der Pilzzellen chemisch — 
umgewandelt wird (siehe auch Harria, 1889). Auf das Irrige dieser Ansicht hat 
BAVENDAMM hingewiesen und die Méglichkeit einer Adsorpti n oder auch geringen 
Absorption erértert. Die Versuchsergebnisse sprechen fiir eine Adsorption und erst 
kiirzlich haben PrLcozar und Mitarbeiter (1950) bei ihren Studien iiber die Verwert- 
barkeit von Ligninderivaten durch Polyporus versicolor festgestellt, daB ein Ver- 
brauch an Ligninsulfonat durch Adsorption an das Pilzmycel vorgetauscht werden — 
kann. Es ist unschwer einzusehen, da die gerbende Wirkung des Tannins die Pilz- 
hyphen tiefgreifend verindert, sodaB sie allmahlich absterben. Schon WEHMER 
(1912b) hat den Gerbsiuregehalt der Eichen fiir deren Resistenz gegen den Haus- 
schwamm verantwortlich gemacht und experimentell bewiesen, daB sehr geringe 
Gerbsaurekonzentrationen das Wachstum dieses Pilzes véllig hemmen. Luz (1929), 
der sich in mehreren Arbeiten mit den Fermenten der Hymenomyceten beschaftigt 
hat, gibt an, daB Tannin die Tatigkeit der Pilzoxydasen hemmen und sich und mit 
ihm vermengte Stoffe vor der Oxydation schiitzen kann. Er sieht sogar in dieser 
antioxydierenden Wirkung des Tannins dessen wichtigste biologische Funktion. 


A. Farbverinderungen am farblosen Hausschwammycel. 


Merz (1908) und spiiter Gistt (1946) haben an Fruchtkérperanlagen im Freien die 
Beobachtung gemacht, dafs sich die noch rein weiBen Mycelpolster bei Beriihrung 
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rasch schmutzig weinrot, spater dann braun verfarben. Die Autoren haben sich aber 
nicht naher mit diesem Phanomen beschiftigt. 

Wird das augenscheinlich véllig farblose Hausschwammycel mittels 
einer Impfnadel oder eines Glasstabes verletzt oder im Morser zerklei- 
nert, so nimmt es sehr rasch eine sich im Verlauf weniger Minuten stark 
vertiefende rétlichviolette bis schén dunkelrote Farbe an. Mycelien, die 
auf verschiedenen Nahrlésungen gewachsen waren, zeigten hinsichtlich 
der Intensitiit der Pigmentbildung merkbare graduelle Unterschiede. 
Die schonsten Ergebnisse erhalt man mit auf RavuLiIn-THom oder auf 
Glucose-Mineralsalzl6sungen mit Mycelhydrolysatzusiitzen kultivierten 
Mycelien. Auch auf Kleie gewachsene Mycelien gaben beim Zerreiben 
starke Farbbildung. Daneben kommt der Kulturdauer eine wesentliche 
Bedeutung zu, denn 3—5 Monate alte Kulturen zeigen diese auffillige 
Rot-Violettfarbung nicht mehr, sondern nehmen bei entsprechender Ver- 
arbeitung eine schmutzig braun—schwarzliche Verfarbung an. Natiirlich 
erfahren die Mengenverhiltnisse der oxydierbaren Substrate als auch die 
daran beteiligten Enzyme wihrend des Kulturverlaufes mannigfache 
' Veradnderungen, so daB ein Ausbleiben der typischen Reaktion dem 
Fehlen des einen oder anderen zugeschrieben werden muB. 


1. Der EHinflup der Wasserstoffionenkonzentration auf die Pigment- 
bildung. Die Mycelien wurden vorsichtig aus den Kulturkolben heraus- 
gelost, um die Beschadigungen in méglichst geringen Grenzen zu halten, 
und mit Aqua dest. gewaschen. Danach wurden sie in je 50 cm? 0,066 m 
Phosphatpuffer der py-Stufen 4,8, 6,0, 7,0 und 7,8 gebracht. Schon 
waihrend des Zerreibens nahmen die Pufferlosungen mit px 7,0 und 7,8 
eine intensiv rote Farbe an; die Losungen mit pr 6,0 hingegen zeigten 
eine wesentlich geringere Farbintensitét. In den Phosphatgemischen 
mit py 4,8 trat eine vorwiegend gelbe, héchstens schwach rotlich-violette 
Farbe auf. Nach 10 min wurden die gefarbten Lésungen von dem 
Mycelbrei abfiltriert und miteinander verglichen. Die bei py 7,0 und 7,8 
gewonnenen Extrakte konnten mit dem Auge nicht voneinander unter- 
schieden werden. Die anderen Ausziige hatten schwichere Farbung, wobei 
die bei px 4,8 hergestellten Lésungen auch jetzt noch durch das Vor- 
herrschen eines gelben Tones gekennzeichnet waren. Da die Verschieden- 
artigkeit der gebildeten Pigmente (gelb—rotlich, tiefrot) nicht durch die 
verwendeten Wasserstoffionenkonzentrationen bedingt sein konnte (s. 
unten), erscheint die Annahme gerechtfertigt, daf die durch das Zer- 
reiben eingeleiteten Oxydationsvorginge eine Abhingigkeit vom px- 
Wert zeigen. Je geringer die H-Ionenkonzentration gewahlt wurde, 
desto rascher und intensiver erfolgte die Pigmentbildung. 

2. Higenschaften der Pigmente. Die Pigmente sind wasserléslich, kénnen 
aber mit n-Butanol ausgeschiittelt werden. Beim Schiitteln mit Ather 


verbleiben sie dagegen in der waGrigen Phase. Siuert man die 
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gefirbten Lésungen mit 10% oder konzentrierter HCl an, so erfolgt ein 
plotzlicher Farbwechsel von Rot nach Gelb. Nach Zugabe einer aus- 
reichenden Alkalimenge tritt die alte rote Farbe wieder auf. Dieser 
Farbumschlag kann beliebig wiederholt werden, so da sich die Pigmente 
wie Indicatoren verhalten. Untersucht man diesen Farbwechsel durch 
allmiihliche HCl-Zugabe genauer, so bleibt bis pH 3,2—3,4 die rot- 
rotviolette Farbe erhalten. Bei weiterer Ansiuerung treten gelb-rétliche 
Téne auf, die dann in reines Gelb tibergehen. 

Bei Behandlung mit Reduktionsmitteln (NagS,0,) verschwindet das 
rote Pigment und es bleibt eine schwach gelbliche Farbung zuriick. 
Diese Restfairbung kann mittels Zn/HCl véllig zum Verschwinden ge- 
bracht werden. Es war aber nicht méglich, die auf px 7,0 eingestellten 
Pigmentlésungen durch Zugabe von Ascorbinsaéure zu entfarben, wenn 
auch ein geringes Nachlassen der Pigmentintensitat eintrat. Das mag 
seinen Grund darin haben, daf der rohe Mycelextrakt die zugesetzte 
Ascorbinsaéure oxydiert und sie damit ihrer reduzierenden Wirkung be- 
raubt. 


B. Farbverdnderungen am gelbgefdrbten Hausschwammycel. 


Schon beim Abernten der ersten Versuchsansatze war aufgefallen, 
da die gelbgefirbten Mycelstellen nach Verletzen mit der Impfnadel 
sehr rasch dunkelgriin—blau werden. Es muBten hier Vorginge ablaufen, 
die denen am verletzten farblosen Mycel entsprachen, allerdings mit dem 
Unterschiede, daB als Substrat der fermentativen Prozesse der im Mycel 
vorliegende Farbstoff in Frage kam. . 

Auch das entstandene dunkelgriin—blaue Pigment war wasserléslich. 
Die Richtigkeit der Vermutung, da es sich bei der Farbverinderung 
um einen oxydativen Vorgang handelt, wird dadurch bewiesen, da} 
die verfirbten Mycelien nach Zugabe von etwas Na,S,O, wieder gelb 
werden. Die gleichen Feststellungen kann man auch an wiBrigen Aus- 
zugen aus den dunkelgriin—blauen Mycelien machen. 

Wenn man durch Verletzen griinblau verfarbte Mycelstiickchen in 
ein mit Aqua dest. gefiilltes Reagensglas bringt, verliert die gefirbte 
Lésung im Verlaufe mehrerer Stunden zunehmend an Intensitiit unter 
Riickbildung des gelben Pigmentes. Bei kraftigem Schiitteln tritt aber 
die Blaufarbung wieder auf. Der Pilz ist also in der Lage, die durch 
Oxydasenwirkung entstandene blaue Pigmentstufe wieder zu redu- 
zieren. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, da8 Smrru 
(1949a) das Vorliegen eines starken Dehydrasensystems bei Merulius 
lacrymans eindeutig festgestellt hat. 


Allerdings trat die Verfiirbung nicht bei allen untersuchten Kulturen 
ein, wofiir die schon in Absatz A) geiuSerten Einschrankungen verant- 
wortlich gemacht werden miissen. Daf auch bei verschiedenen Arten 
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der gleichen Gattung recht merkwiirdige Verhiltnisse vorliegen kénnen, 
findet durch die von KéeL und Derss (1935) mitgeteilten Befunde eine 
Bestitigung, wonach nichtblauanlaufende Boletus-Arten (z. B. B. subto- 
mentosus, B. chrysenteron) wohl Boletol, nicht aber das zur Farbinde- 
rung notwendige Enzym enthalten. Durch Zusatz einer entsprechenden 
Fermentlésung kann die bei den anderen Arten anzutreffende Blau- 
farbung sofort erzielt werden. 


C. Die Wirkungen eines aus dem Hausschwammycel 
hergestellten Enzymprdaparates. 


Herstellung des Enzympraparates: Verwendet wurde véllig farbloses Mycel von 
Kulturen, die auf RavuLin-THom- und Ricuarps-Lisung gewachsen waren, um 
Verunreinigungen durch Mycelfarbstoffe zu vermeiden. Die mit Aqua dest. ge- 
reinigten Mycelstiicke wurden in einen ,,Starmix‘: gebracht und mit der zweieinhalb- 
fachen Menge eiskalten Acetons 3 min zerrieben. Nach dem Abfiltrieren wurde die 
Rohfallung nochmals mit der gleichen Acetonmenge 3 min zerrieben. Der Rest 
wurde im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd getrocknet und im Morser fein zer- 
kleinert. Dieses Pulver wurde zweimal mit Wasser extrahiert, um etwa vorhandene 
freie Aminosauren zu entfernen, wobei ein Aktivitatsverlust nicht zu vermeiden war. 
‘ Das Waschwasser zeigte nur schwache Ninhydrinreaktion. Das extrahierte Pulver 
wurde an der Luft bei Zimmertemperatur getrocknet und so zu den Versuchen 
verwendet. Von 2 hergestellten Praparaten zeigte das eine nur sehr geringe Aktivitat. 

Die Fermentversuche wurden in 50 cm? ERLENMEYER-K6lbchen bei Zimmer- 
temperatur (22° C) durchgefiihrt. Jedes Kélbchen enthielt 5 cm? 0,01 m Substrat, 
5 cm? 0,066 m Phosphatpuffer pq 7,0 und 200 mg Enzympulver. Die Versuchsdauer 
betrug 4—24 Std. 


Tabelle 6. Wirkung der Polyphenoloxydase des Hausschwammycels auf 
verschiedene Substrate. 


. Wirkung 

Substrat (0,01 M) + = positiv (+) = schwach 
iBrenzoatechim . cys snscaah dil) +. 
Inbyacliveyeleelniae oy 3 deme Gy a eel e ain 
Guayacoley . 025." Pe seis + 
o-Phenylendiamin™ se). 7.0%) 2: + 
p-Phenylendiamin .°. 2 3. '. . (+)? 
Pyrogallol. . Bred Sea? Te + 
JOURUREROY a) TUS a eo (+) 
EDasanuny at sok. Weekes. LOUIE. (+) 


Der Ausfall der in Tab. 6 zusammengestellten Reaktionen spricht fir 
das Vorhandensein einer der Tyrosinase aus Kartoffeln oder Psalliota 
campestris ahnlichen Polyphenoloxydase. Die beobachteten Ferment- 
wirkungen zeigen eine gute Ubereinstimmung mit denen, die Law 
(1950) bei Verwendung von Mycelextrakten von Polyporus anthraco- 
philus (Braunfaulepilz) erhalten hat. Es war Law aber nicht moglich, 
bei den untersuchten Braunfaiulepilzen eine Peroxydasenwirkung nach- 


zuweisen. Demgegeniiber konnte die Existenz dieses Fermentes im 
9% 
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Hausschwammycel durch die durch Oxydation des Benzidins hervor- 
gerufene Blaufarbung wahrscheinlich gemacht werden (Benzidin + verd. 
H,0,). Die Kontrollen zeigten bei gleicher Versuchsdauer keine Reaktion. 

In weiteren Versuchen wurde die Fermentwirkung auf Brenzcatechmlésungen 
gepriift, denen Aminosiuren zugesetzt worden waren. Die Ansatze wurden in 
Kélbchen durchgefiihrt, die 5 cm? 0,01 m Brenzcatechin, 10 cm? 0,1 m Aminosaure, 
10 cm? 0,066 m Phosphatpuffer py 7,0 und 450 mg Enzympulver enthielten. 

Die Reaktionsgemische, die Glykokoll enthielten, zeigten nach 4 Std 
rotlichviolette Farbung, wahrend die Intensitaten derer mit Alanin und 
Glutaminsaure geringer waren. Gemische aus gleichen Teilen Glykokoll 
und Alanin fiihrten zu keiner Intensitatssteigerung. Da die Oxydation 
des Brenzcatechins allein nur zu einem gelben, nach einiger Zeit braun- 
lich werdenden Produkt fiihrt, sprechen die gemachten Beobachtungen 
fiir den Ablauf weiterer Oxydationsvorgiinge unter Einbeziehung der 
Aminosiuren. Die Fiirbungen waren aber in keinem Falle so ausgepragt, 
wie sie beim Zerreiben der frischen Mycelien erhalten wurden. Entweder 
war das verwendete Enzympriparat von zu geringer Aktivitat, oder 
die im Mycelextrakt vorliegenden Substanzen waren andere als die in 


vitro gepriiften (vgl. die Wirkung von 1-Prolin in Psalliota-Extrakten). 


Bemerkenswert erscheint noch folgender Befund: Zu 5 cm* 0,01 m 
Brenzcatechin, 5 cm® 0,066 m Puffer, pa 7,0 und 200 mg Enzympulver 
wurden 3 cm? eines frisch gewonnenen rotlichvioletten Mycelextraktes 
zugesetzt. In wenigen Minuten war das Reaktionsgemisch sch6n dunkel- 
rot gefirbt. Daraus kann geschlossen werden, da phenolische K6rper 
vom Typ des Brenzcatechins an der Ausbildung der Rotfirbung beteiligt 
sind. Uber die Natur der anderen Substanzen kann nur eine genaue che- 
mische Analyse Auskunft geben. 


VII. Uber Beziehungen zwischen Aminosiurenstoffwechsel 
und Pigmentbildung. 
A. Aminosduren als N-Quelle. 
Als Grundmedium wurde zu allen Versuchen folgende Glucose-Mineralsalzlésung 
verwendet: 30g Glucose, 1,5 ¢ K,HPO,, 15g MgSO,: 7H,O, 5 Tropfen 1%ige 


FeCl,-Lésung, 1 mg Aneurin, 1000 cm® Aqua dest. Ausgangs-py 5,8, Versuchsdauer 
6 Wochen. 


Das C/N-Verhaltnis betrug in den folgenden Versuchen 43:1 (14 mg N/50 em? 
Nahrlosung). Nach Zugabe der Aminosiuren wurde mit Aqua dest. die gleiche 
Ausgangsmenge in allen Kolben hergestellt. 


Tab. 7 zeigt, daB die geradkettigen Aminosiuren bis CG, recht gut als 
N-Quelle verwendet werden kénnen. Die Trockengewichte liegen — 
mit Ausnahme von Glykokoll und Alanin — sogar héher als die der 
Ammonstickstoffkulturen. Weiterhin ist interessant, da die in y-Stel- 
lung befindliche NH,-Gruppe der y-Aminobuttersiiure die Desaminie- 
rung nicht beeintrachtigt. Demgegeniiber hat StermperG (1942) bei 
Aspergillus niger gefunden, da die Nutzung von Aminosiiuren als N- 
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Tabelle 7. Verwertbarkeit verschiedener Aminosdéuren als N-Quelle. 


eo eeeeeeeeeeSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSFSsSsasef 


Myceltrockengewicht A 
Aminosiure (14 mg N/50 em*?) in mg/50 cm* Nahrlésung " PH ve 
(Mittel aus 3 Kolben) Es 
Kontrolle (NH,NO >») = ae chy Cah idee 171 253 
Glykokoll. . . Sia A eae Bae 145 2,4 
dl-Alanin . .. A eee 158 2,4 
dil Acpataginasure SELASUR SATA ca 199 2,2 
y-Aminobuttersfure?. . . . . . | 183 2,3 
1-Glutaminsaure HC]. . 2... | 185 2A) 
Meucin < a.4. shy Mens Pe ee 174 2,5 
CU SUSOLG UG littas terete ey tee eens) wien et 35 352 
DREN S feel aes voy VP. 42 3,7 
ai-Methionin.* .... . . 2 Re 14 3,9 
Re by tOSiiley eke sete ers mens 32 4,0 
disehenvlalanin 9. 2). 2. oes 23 4,1 


1 Umeinheitliche Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden die dl-Verbindungen 
in der doppelten Menge zugesetzt. 

2 Sie wurde mir dankenswerterweise von Herrn Dozenten Dr. K. Hasse. tiber- 
lassen. 


Quelle an die Gegenwart einer ~-Aminogruppe gebunden ist und ihre 
Ubertragung an ein f-C-Atom die Assimilationsméglichkeit reduzierte 
oder gar aufhob. — Die Bedeutung des Zeitfaktors fiir die Beurteilung 
der Desaminasentiatigkeit trat bei der Verfolgung des Wachstums der 
Tsoleucin-Kulturen in Erscheinung. Wahrend die Trockengewichte nach 
6wochiger Kultur nur 35 mg betrugen, zeigten die stehengebliebenen 
Kulturen im Verlauf der folgenden Wochen einen stetigen Zuwachs, 
so daf die Mycelien nach 3 Monaten ein Trockengewicht von 145 mg 
aufwiesen. Da im Isoleucin ein Wasserstoffatom am $-C-Atom durch 
eine Methylgruppe ersetzt ist, erscheint es sehr wahrscheinlich, da 
dieser Umstand fiir die verzégerte Nutzung der «-Aminogruppe verant- 
wortlich gemacht werden kann. — Sehr schlechte Stickstoffquellen 
-waren die Aminosiuren, die ein Ringsystem im Molekiil besitzen. — 
Die Cystin-Kulturen ergaben bei Abbrechen des Versuches nur geringe 
Mycelgewichte, wihrend nach 3 Monaten ebenfalls Trockengewichte 
von 110 mg bestimmt werden konnten. Die Methionin-Kulturen sollen 
spiter in anderem Zusammenhang besprochen werden. 

Von verschiedenen Aminosaiuren standen nur geringe Mengen zur 
Verfiigung, so da weitere Ans&tze nicht in den bisher verwendeten 
_Saurekonzentrationen durchgefiihrt werden konnten. Dennoch sind die 
gewonnenen Ergebnisse mit denen der Kontrollen, die die gleiche Stick- 
stoffmenge in Form von NH,NO, enthielten, im Hinblick auf die Ver- 
wertbarkeit des mit den betreffenden Aminosiiuren gebotenen NH,- 
Stickstoffs vergleichbar. Die nach 6wéchiger Kulturdauer erhaltenen 
Ergebnisse sind in Tab. 8 zusammengefaft. Mit allen verwendeten 
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Aminosiuren wurden nur Trockengewichte erreicht, die unter denen 
der mit anorganischem Stickstoff versehenen Kontrollen lagen. Ab- 
gesehen von der schon in den vorhergehenden Versuchen festgestellten 
auBerst geringen Wirksamkeit der Aminosiuren mit Ringsystemen, zei- 
gen die Ergebnisse, da8 die Verwendbarkeit der verzweigten C;- und 
geradkettigen C,-Siauren bereits abnimmt. Die Abhingigkeit der Nutz- 
barkeit von der Kettenlinge scheint ein allgemeineres Prinzip zu sein, 
hat doch STEINBERG (1942) bei seinen ausgedehnten Studien an Asper- 
gillus niger iahnliche Feststellungen machen k6énnen. 


Tabelle 8. Verwertbarkeit verschiedener Aminosiuren als N-Quelle. 


Myceltrockengewicht px bei Versuchsende 
Aminosiure (4 mg N/25 cm*)? in mg/25 cm’ Nahrlésung (Aceneets 5.8) 
(Mittel aus 3 Kolben) ope’ 
Kontrolle (NH,NO;) ..... . | 34 3,2 
cB Niastiserelbe Me ule laet & 25 3.0 
Aen eee ee 18 | 2,6 
1-Histidin..230 33a, ee 3 25) 
dl-Tryptophan. . . 1 5 5,2 


1 Siehe FuBnote bei Tab. 7. 

Uber die Wirkung von schrittweiser Zugabe einzelner Aminosiuren 
unterrichtet Tab. 9. Ansatz und Versuchsbedingungen wie beschrieben; 
Kulturdauer 8 Wochen. Die 3. Kombination ergab das beste Wachstum 
(207 mg), wahrend die Kulturen mit den Methionin- und Cystin-Zu- 
sitzen merklich zuriickgeblieben waren. Hatten schon die Versuche mit 
den Einzelsubstanzen eindeutig gezeigt, daB die beiden S-haltigen 
Aminosauren schlechte N-Quellen darstellen, so zeigt sich jetzt, daB 
sie die Verwertbarkeit der anderen, im Gemisch dargebotenen Siéiuren 
unter den Bedingungen des Experimentes hemmen. Unter Beriicksich- 
tigung der vorliegenden Ergebnisse mu diese Hemmwirkung dem Me- 
thionin zugeschrieben werden. Eine aihnliche Wirkung des Methionins 
haben auch Ropsrys u. Ma (1945) bei Trichophyton mentagrophytes 
beobachten kénnen. 


Bei der Ernte der Methionin-Kulturen wurde eine Feststellung gemacht, deren 
Ursache leider wegen der analytischen Schwierigkeiten nicht experimentell er- 
griindet werden konnte. Alle Kolben, die Methionin enthielten, zeichneten sich durch 


Tabelle 9. Wachstumswirkung schrittweise zugesetzter Aminostéuren. 


Myceltrockengewicht 
Reihenfolge in mg/50 em® Pu bei 
der zugesetzten Aminosiuren Nihrlésung Versuchsende 

(Mittel aus 3 Kolben) | 

1. 50 mg 1-Glutaminsiure + 50 mg y-Amino- 158 2,4 

buttersiure . PRLS abi ey el ties 2 

2. wie 1. +- 50 mg dl-Asparaginsaure . .. . . 191 2,6 

a wie 2. + 50 mpl-Leucin < . 2... . ...| 207 2,2 

4. wie 3. + 50 mgdl-Methionin ....... | 114 tp 

Siewise, -}-'50' mp i-Cystin, 3) a ee | 123 2,8 
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einen starken, unangenehmen Geruch aus. In keiner der vielen beobachteten 
Kulturen konnte jemals etwas Derartiges wahrgenommen werden. Auch in der 
Literatur liegen schon einige Mitteilungen tiber die Bildung stark riechender 
organischer 8-Verbindungen durch Pilze auf methioninhaltiger Nahrlésung vor. So 
haben CHALLENGER u. CHARLTON (1947) nachgewiesen, daB sowohl der Holz- 
zerstérer Schizophyllum commune als auch der Schimmelpilz Scopulariopsis brevi- 
caulis aus dem Medium zugesetztem dl-Methionin unter Spaltung der C-SCH,- 
Gruppierung Methylmercaptan und Dimethylsulfid bilden kénnen. Weiterhin hat 
Akos (1936) in Kulturlésungen von Oidium lactis Methylmercaptan und Diathyl- 
sulfid festgestellt. Ob der Hausschwamm diese oder gar den Isothiocyanaten der 
Cruciferen entsprechende Verbindungen, deren Zusammenhang mit dem Methionin 
von BarGER u. Coyne (1928) herausgestellt worden ist, bilden kann, mu8 von 
zustandiger Seite entschieden werden. 


B. Die Wirkung von Aminosduren-Gemischen. 
Die Aminosiuren wurden der Grundlésung in einer Konzentration von 
. 20 mg/100 cm? zugesetzt. Der verwendete Phosphatpuffer war 0,066 m (40 cm? je 
Kolben, px 6,0). Die Bedingungen entsprachen den friitheren Versuchen. 

Aus Tab. 10 geht hervor, daf die Aminosiuren-Gemische eine wesent- 
lich bessere N-Quelle als die gebotenen anorganischen Stickstoffver- 
bindungen (NH,NO, und KNO,) sind. Es ist bemerkenswert, daB die in 
Tab. 9 durch Methionin verursachte Wachstumsminderung nicht nur 
vollig aufgehoben war, sondern daB die Methionin-Kulturen jetzt sogar 
noch einen Zuwachs von 31 mg gegeniiber den mit 7 Aminosauren er- 
reichten Trockengewichten aufwiesen. 


Tabelle 10. Wachstumswirkung von Aminosdéuren-Gemischen. 


Myceltrockengewicht ' 
B in mg/100 cm* Py bei 
Zusammensetzung Nahrlosung Wersunheenda 


(Mittel aus 4 Kolben) 


dl-Alanin, dl-Asparaginsiure, Glykokoll, 
1-Glutaminsaure, y-Aminobuttersaure, 


Penernyt dynosialtn ais kes Jin tne) ahs 255 AP 
wie vor -+ dl-Methionin. .......... 286 253 
RVaCRY Olt iO VStHl my acu sply adn ips Es Sees a 254 ie 
AGHA TMINOSATITEM. Wii. fabs WEA ey & Ce Be Mas 323 2,2 
Kontrolie(KINO:)stss.aes « = ce Core Lote AMG Sie 189 2 


Hinsichtlich der Pigmentbildung bei Verwendung von Aminosiéuren 
als Stickstoffquelle haben sich auffallende Unterschiede gezeigt. Von 
den gesondert zu betrachtenden Ausnahmen abgesehen, zeichneten sich 
die Aminosiuren-Kulturen durch eine von Kulturbeginn einsetzende 
Pigmentbildung aus. Hierbei mu& aber streng unterschieden werden 
zwischen der Farbstoffabscheidung in die Nahrlosung und dem Auf- 
treten von Pigmenten im Mycel. DaB beides zeitlich nicht zusammenzu- 
falten braucht, konnte viele Male beobachtet werden. So hatten z. B. 
bei den Alanin-, Asparaginsdure-, Glutaminsiure- und y-Aminobutter- 
siure-Kulturen die Nahrlésungen bei Versuchsende eine schén goldgelbe 
Farbe, wahrend die Mycelien ohne Pigment waren. Demgegentiber 
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zeigten die Isoleucin- und Methionin-Kulturen von Anfang an starke 
Gelbfarbung von Nahrlésung und Mycel, wobei die Impfstiicke schon 
in den ersten Tagen dunkelrot wurden. Im Verlauf von 4 Wochen hatten 
sich dann die Mycelien der Methionin-Kulturen vollig dunkelrotbraun 
verfarbt, und auch die Nahrlésung hatte einen rotbraunen Ton. In 
3 Kolben fand sich ein rotbrauner, amorpher Bodensatz, und alle An- 
zeichen deuteten auf autolytische Vorgiinge hin. — Sehr merkwiirdige 
Verhaltnisse wurden bei den Kulturen angetroffen, die Tyrosin ent- 
hielten. Schon nach 24 Std waren alle Impfstiicke gelbrot gefarbt. Ob 
sich diese Reaktion des farblosen Impfstiickes aus der Wechselwirkung 
mit dem neuen Substrat erklaren la8t oder ob Pigmentvorstufen durch 
die Ubertragung in veranderte Verhaltnisse in farbige Verbindungen 
umgewandelt wurden, kann nicht entschieden werden. Fiir die 2. An- 
nahme wiirden Beobachtungen sprechen, nach denen véllig farblose 
Myecelstiickchen selbst beim Uberimpfen auf sehr gut assimilierbare 
Nahrlésungen oft schon nach 10—20 Std eine Gelbfarbung aufwiesen. — 
Die Tryptophan-Kulturen zeigten schmutzig dunkelbraune Verfarbung 
der nur sparlich ausgewachsenen Impfstiicke; vielleicht wurden diese 
Farbinderungen hier (wie auch an den Tyrosin-Kulturen) durch die 
Tatigkeit in den Pilzmycelien vorhandener oxydierender Fermente ver- 
ursacht. — Nur in den mit Arginin und Valin versehenen Ansatzen 
konnte auch nach 6wéchiger Kulturdauer keine Pigmentbildung be- 
obachtet werden. Mycel und Nahrlésung waren wie in den anorganischen 
Stickstoff enthaltenden Kontrollen véllig farblos. 


C. Aminosduren als C- und C/N-Quelle. 

Die Versuche iiber die Verwertbarkeit von Aminosiuren als C- und 
C/N- Quelle fiihrten durchweg zu recht schlechten Ergebnissen. Das war 
nicht tiberraschend im Hinblick auf die bisher bekanntgewordenen Be- 
funde, die alle in der Feststellung einer geringen Wachstumswirkung 
iibereinstimmen (Tamiya u. Usamt, 1940; SreryBerG, 1942; Gorriies, 
1946). Von den gepriiften Aminosiuren haben nur Glutaminsaéure und 
y-Aminobuttersiiure ein gewichtsmaibig faBbares Wachstum erméglicht. 
Das gebildete Mycel war aber sehr diinn und zeichnete sich durch aus- 
gepragte ,,Strangbildung aus. Dabei war das Wachstum nur zégernd, 
und es dauerte 2 Wochen, bis der Pilz auf der Nahrlésung iiberhaupt 
sichtbar wurde. 


Statt Glucose enthielten die Niahrlésungen je 1g der betreffenden Amino- 
siure/50 cm*. Anorganischer Stickstoff wurde in Form von 250 mg NH,NO,/50 cm? 
zugesetzt. Versuchsdauer 3 Monate. 


Merkwiirdig ist, dai die mit NH,NO, versehenen Kulturen schlechter 
wuchsen als die, die nur den NH,-Stickstoff der jeweiligen Aminosiure 
enthielten. Offenbar hat die anorganische Stickstoffverbindung irgend- 
einen hemmenden KinfluB auf die an den betreffenden Aminosiuren 


Ct 
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Tabelle 11. Verwertbarkeit von Aminoséuren als CO -und C/N-Quelle. 
eee 
3 | Myceltrockengewicht 
Aminosaure Verwendet als in mg/50 cm’ Nahrlésung 
(Mittel aus 4 Kolben) 


l:Glutaminsfure. ....... | C/N- Quelle | 33 
y-Aminobuttersiure ...... - | 49 
LGlutaminsiure. .. 2... C- Quelle | 26 
y-Aminobuttersiure ...... ts 35 


stattfindenden Umwandlungsvorgiinge ausgetibt. Da derartige Verhalt- 
nisse bei Pilzen vorkommen kénnen, hat Kniaur (1948) durch Versuche 
tiber die Wirkung der 1-Aminosiuren-Oxydase von Penicilliwm-Arten 
bewiesen; dabei setzte das Vorhandensein von NH,-Ionen in der Nahr- 
lésung selbst bei gleichzeitigem Vorliegen einer Aminosiiure die Fer- 
mentwirkung auf '/;—"/,, herab. Seine Feststellung ist insofern von 
Bedeutung, als sie zeigt, da normale Bestandteile einer Nahrlésung 
unter entsprechenden Bedingungen eine véllig anders geartete Wirkung 
haben kénnen. 


VIII. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Mehrzahl der friiheren Autoren (Mnz, 1908; Horrmann, 1910: 
Fatcx, 1912) hat Hemmungen und Schadigungen der verschiedensten 
Art als Ursache der Pigmentbildung von Merulius lacrymans angenom- 
men. Schon WeHM=R (1912a) hat aber darauf hingewiesen, daB dem 
gelben, in Mycel und Niahrlésung auftretenden Pigment die Rolle eines 
normalen Stoffwechselproduktes zukommt. Erst nach Aufklarung des 
Wuchsstoffbedarfes des Hausschwammes (GistL, 1936; Frigs, 1938: 
KUHLWEIN u. ZopERST, 1952) ist es gelungen, diesen wirtschaftlich 
so wichtigen Pilz auf synthetischen Medien zu kultivieren. Damit war es 
moglich, die Pigmentbildung unter einer Vielzahl kontrollierbarer Be- 
dingungen experimentell zu verfolgen. 

Unter Verwendung zahlreicher verschiedener Kohlenstoff- und Stick- 
stoffquellen durchgefiihrte Versuche haben eindeutig gezeigt, da das 
gelbe Pigment als normales Stoffwechselprodukt aufgefaBt werden mub, 
dessen Menge allerdings in Abhingigkeit vom Kultursubstrat groBe 
Schwankungen zeigt. Diese experimentell begriindete Tatsache steht in 
Ubereinstimmung mit vielen an Bakterien und Pilzen hinsichtlich der 
Ausbildung von Pigmenten gemachten Beobachtungen. Die Kigenart 
der Konstituenten der Nahrlésung tritt bei Verfolgung der Pigment- 
synthese besonders deutlich in Erscheinung. Gut assimilierbare C- und 
N-Quellen fordern die Farbstoffbildung, schlecht oder nur langsam ver- 
wertbare erméglichen keine oder nur geringe Pigmentbildung. Das 
wird verstindlich unter Zugrundelegung der Tatsache, da8 das Ausmal 
der Farbstoffsynthese durch Art und Menge der anfallenden Stoff- 
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wechselzwischenprodukte bestimmt wird. Die sich hieraus ergebenden — 
Folgerungen konnen zur Erklarung der Verhaltnisse herangezogen werden, 
wie sie bei Verwendung von Hemmsubstanzen (Dimedon, Natriumfluorid) 
oder bei erzwungener Wuchsstoffverarmung angetroffen wurden. Be- 
sonders die bei Wuchsstoffmangel beobachtete stark vermehrte Pigment-_ 
synthese zeigt mit zwingender Deutlichkeit die Verkniipfung der Bildung 
dieses Stoffwechselproduktes mit dem Ablauf des Kohlenhydratabbaues. 

Merkwiirdig ist, da® der verwendete Hausschwammstamm Saccharose 
nur iuBerst sparlich zu assimilieren vermochte. Wahrend das Vorhan- 
densein einer f-Glucosidase im Hausschwammycel schon von verschie- 
denen Autoren nachgewiesen werden konnte (PLOETZ, 1939; ZECH- 
MEISTER, ToTH u. Firru, 1941; Smrrn, 1949b), ist es bis jetzt nicht 
méglich gewesen, eine «-Glucosidase aufzufinden (SmirH, 1949b). Auf- 
fallig ist die relativ gute Nutzung der Maltose, obwohl im Maltosemole- 
kil: die beiden Glucosehilften durch eine «-glucosidische Bindung ver- 
kniipft sind und Hasstp, Doupororr u. BaRKER (1947) die «-Kon- 
figuration der Glucose im Saccharosemolekiil nachgewiesen haben. Ob 
das die Saccharose spaltende Ferment adaptiver Natur ist (KARSTROM, 
1938; VrrtTanEN, 1948) oder ob phosphorolytische Vorgiinge eine Rolle 
spielen, kann auf Grund der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht end- 
giiltig entschieden werden. DaB aber der Hausschwamm nur dann auf 
reiner Cellobiose gut zu wachsen vermag, wenn das Kulturmedium or- 
ganisch gebundenes Phosphat in Gestalt der Adenylsiure enthalt, ist 
von SmitTH (1949b) nachgewiesen worden. Schon v. TuBEUF (1902) hat 
beobachtet, da ein aus Rohrzucker-Gelatine mit Mineralsalzen be- 
stehendes Substrat nur aiuBerst schwaches Hausschwammwachstum er- 
méglichte, wihrend Merz (1930) die Kultur dieses Pilzes auf Saccharose 
als C- Quelle enthaltender Nihrlésung iiberhaupt véllig miBlang. 

Das Verhalten des Hausschwammes gegeniiber verschiedenen Stick- 
stoffverbindungen ist gekennzeichnet durch die Tatsache, daB er sowohl 
Nitrat und Ammoniumsalze als auch organisch gebundenen Stickstoff 
zu assimilieren vermag. In Kulturen mit Aminosiuren als N- Quelle 
fand bereits von Kulturbeginn an Pigmentbildung statt, von allerdings 
recht unterschiedlicher Intensitaét. Der NH,-Stickstoff der Aminosiuren 
Glutaminsiiure, y-Aminobuttersiiure und Asparaginsiure ist hinsichtlich 
des Myceltrockengewichtes den gepriiften anorganischen Stickstoffver- 
bindungen iiberlegen, wihrend das Wachstum bei Verwendung cy- 
clischer Aminosiiuren iiuBerst gering ist. Vielleicht lassen sich die mit den 
drei erstgenannten Aminosiiuren erhaltenen maximalen Myceltrocken- 
gewichte durch deren Teilnahme an Transaminierungsreaktionen er- 
kliren, was zumindest fiir die Glutaminsiure und die Asparaginsiure 
zutreffen mag. Dagegen muB die gute Nutzbarkeit der y-Aminobutter- 
siiure besonders hervorgehoben werden. Auch EMMERLING (1902) hat 
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in Objekttragerkulturen bei verschiedenen Penicillium, Aspergillus- 
und Mucor-Arten nach Zusatz ,,einer sehr kleinen Quantitat‘ von 
y-Aminobuttersiiure Sporenkeimung und sehr gute Mycel- und Frucht- 
bildung beobachten kénnen, wahrend f-Aminobuttersdure kein, «- 
Aminobuttersiure dagegen nur spirliches Wachstum ermoglichte. 
Nachdem die y-Aminobutterséure erst vor kurzem in Staphylococcus 
aureus (WoIwoD u. PRoom, 1950), in der Hefe und in Chlorella (FowDEN, 
1951) nachgewiesen werden konnte, scheint sie eine allgemeinere Be- 
deutung im Aminosiurenstoffwechsel der Mikroorganismen zu besitzen. 

Bemerkenswert ist, da der Ersatz des Sauerstoffatoms im Harnstoff- 
.molekiil durch ein Schwefelatom diese sehr gute Stickstoffquelle in eine 
stark toxische Verbindung umwandelt. Eine Erklarung fiir dieses Ver- 
halten kann wohl in der bekannten Hemmwirkung des Thioharnstoffs 
auf verschiedene Fermente gesehen werden (SUMNER u. Somers, 1947; 
Larpy, 1949). Beziiglich seiner Verwendung als S- Quelle hat A. Ripper 
(1925) gezeigt, daB Aspergillus niger den Schwefel des Thioharnstoff- 
molekiils allmahlich zu Sulfat oxydieren kann. Ebenso hat Hocxsrn- 
"HULL (1948) bei Stoffwechselversuchen an verschiedenen Penicilliwm 
notatum-Stimmen gefunden, da8 Thioharnstoff — von einer Ausnahme 
abgesehen — die schlechteste S- Quelle darstellte. 

Die bei Verwendung kompletter synthetischer Nahrlésungen gemach- 
ten Beobachtungen werden durch die mit Pilzdecken durchgefiihrten 
Versuche in mehrfacher Hinsicht erganzt und erweitert. Da die Sub- 
strate nur eine Kohlenstoffquelle enthalten, sich sonst aber durch das 
vollige Fehlen von N- und S-Verbindungen auszeichnen, kénnen syn- 
thetische Reaktionen wohl zur Anhaufung von Polysacchariden und zur 
Bildung von Fetten fiihren, waihrend eine Proteinsynthese unter diesen 
Bedingungen kaum erwartet werden kann. Trotz dieser Begrenzung der 
assimilatorischen Leistungen sind die Pilzdecken zur Pigmentsynthese 
befaihigt, deren Umfang auch bei einer weiteren Glucosepassage nicht 
vermindert wird. Dies ist ein sichtbarer Beweis dafiir, daB ein Teil der 
nicht zur Saurebildung verwendeten Zuckerspaltprodukte wegen weit- 
gehender Blockierung anderer, normalerweise zur Synthese von Zell- 
substanz fiihrender Stoffwechselwege zum Aufbau des Farbstoffes ver- 
braucht wird (,,Shunt metabolism‘‘, Foster, 1949). Es ist bemerkens- 
wert, daB die Bildung des gelben Pigmentes nicht an das Vorliegen einer 
Stickstoffquelle im Substrat gebunden ist. Nach an Phycomyces Blakes- 
leeanus BuRGEFF gemachten Beobachtungen, denen zufolge Pilzdecken 
ohne exogene N- Quelle zur £-Carotinsynthese befahigt sind, liegen bei 
diesem Pilz die gleichen Verhaltnisse wie beim Hausschwamm vor 
(Garton, Goopwin u. Liyinsky, 1951; Goopwin, 1952). 

Die Tatsache, daB Pilzdecken auch auf Xylose den gelben Farbstoff 
pilden, kann nur durch die Annahme der Verwendung von Spaltstiicken 
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der Pentose zur Pigmentsynthese erklart werden. Da bis jetzt keinerlei 

experimentelle Beweise fiir eine in der Natur vorkommende Cyclisierung 

von Hexosen beigebracht werden konnten, liegen bei Verwendung von 
Glucose entsprechende Verhiltnisse vor. So hat die Norpsche Schule 

im Verlaufe ausgedehnter Untersuchungen iiber die Biochemie der Pilze 

den Acetaldehyd als Zwischenverbindung bei der Synthese der Pusariwm- 

Farbstoffe Solanion (Weiss u. Norp, 1949) und Lycopersin (KRErIT- 

MAN, SEBEK u. Norp, 1950) wahrscheinlich machen k6nnen. 


Die hinsichtlich der Bedingungen der Pigmentbildung gemachten 
Beobachtungen zeigen, daB die bisher bestehenden gegensitzlichen Auf- 
fassungen physiologisch hinreichend begriindet werden kénnen. Die An- 
nahme, da® das in Nahrlésung und Mycel vorkommende gelbe Pigment 
ein normales Stoffwechselprodukt darstellt, steht seinem Auftreten bei 
der Einwirkung hemmender Substanzen oder andersartiger schadigen- 
der Einfliisse nicht entgegen. Es ist nicht ausgeschlossen, daB das gelbe 
Pigment an Redoxvorgingen in der Pilzzelle beteiligt ist!. Eine solche 
MOoglichkeit ist in den vergangenen Jahren besonders von RAISTRICK 
und Mitarbeitern (RatsTricK, 1940, 1949) an stiindig sich mehrenden 
Beispielen in Betracht gezogen worden, wobei diese Annahme durch das 
gleichzeitige Auffinden der P.gmente und ihrer Leukostufen betrachtlich 
gestiitzt werden konnte. Schon Pastac (1942) hat darauf hingewiesen, 
daB 90% aller Pigmente respiratorische Aufgaben haben. Daf dem gelben 
Pigment eine physiologische Bedeutung zukommt, geht aus den Mes- 
sungen mit der WaRBURG-Apparatur hervor: die Grundatmung gefiarbter 
Mycelien ist um 100—150% gegeniiber der der farblosen erhéht. Das 
spricht fiir Mitwirkung des gelben Pigmentes an oxydativen Prozessen. 

Kine Atmungssteigerung durch Pigmente, die von den betreffenden Mikro- 
organismen selbst gebildet werden, ist in der Literatur mehrfach erwihnt worden. 
So soll dem Pyocyanin, einem blauen Farbstoff des Bact. pyocyaneuwm, im Stoff- 
wechsel des Bakteriums die Rolle eines H,-Ubertragers zukommen (STHEEMAN, 
1927), und FrirpHErmM (1931) konnte dessen atmungssteigernde Wirkung auch bei 
anderen Bakterien (Pnewmokokken) und Carcinomgewebe nachweisen. Auch 
Arnaupr (1942—43) hat feststellen kénnen, da8 pigmentierte Kulturen von 
Flavobact. dehydrogenans (Micrococcus dehydrogenans ) eine intensivere Grundatmung 
aufweisen als die unpigmentierten. Sowohl FRIEDHEIM als auch ARNAUDI weisen den 
von ihnen untersuchten Mikrobenpigmenten auf Grund ihrer chemischen und 
physiologischen Higenschaften die Funktion erginzender Atmungsenzyme zu. DaB 
Fusarienpigmente (Solanion) als Teil eines Wasserstofftransportsystems in die 
Umwandlungsvorginge von Kohlenhydraten in Fette eingeschaltet sind, wurde 
ebenfalls in den letzten Jahren experimentell bewiesen (KRErTMAN u. Mitarb. 1950). 

GARNAL (1942) hat aus dem Mycel von Merulius tremellosus ein gelb- 
orangefarbenes Pigment isolieren kénnen und vermutet, daB es sich um 


* Auf eine mégliche physiologische Bedeutung zelleigener phenolischer Verbin- 
dungen fiir die Pflanzenatmung hat bereits PALLADIN (Pflanzenphysiologie, 1911, 
S. 205, Atmungschromogene) hingewiesen. 
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ein Anthrachinonderivat handelt. Interessant ist, daB GarRNaL im 
Dunkeln gewachsene Mycelien zur Isolierung des Farbstoffes benutzt 
hat, ein Beweis dafiir, da auch ein naher Verwandter des Hausschwam- 
mes bei volligem Lichtabschlu8 zur Pigmentbildung befihigt ist. Die 
mitgeteilten Eigenschaften des Pigmentes machen es aber sehr unwahr- 
scheinlich, da der Farbstoff mit dem in den Kulturfiltraten des Haus- 
schwammes vorliegenden identisch ist. 

Beobachtungen iiber durch Verletzen hervorgerufene farbliche Ver- 
anderungen am vdllig farblosen und gelbgefirbten Hausschwamm- 
mycel haben zur Untersuchung der Substratspezifitat daraus gewonne- 
ner Enzympraparate gefihrt. 

Oxydasenreaktionen holzzerstérender Pilze sind schon mehrfach beschrieben 
worden (Bose u. Sarkar, 1937; La Fuzn, 1937; Law, 1950). Dariiber hinaus 
haben vor kurzem Preston u. McLennan (1948) zeigen koénnen, daB die WeiB- 
faulepilze Farbstoffe, z. B. Neutralrot und Gentianaviolett, entfarben, wahrend 
disse Fahigkeit den Braunfaulepilzen fehlen soll. Die durch oxydative Reaktionen 
bedingte Entfarbung dieser Farbstoffe ist von Law der Wirkung einer besonderen 
Phenoloxydase zugeschrieben worden. 


Die von Law mit Extrakten aus Polyporus anthracophilus und Poly- 
porus Eucalyptorum festgestellten Enzymwirkungen zeigen eine be- 
merkenswerte Ubereinstimmung mit den hier mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen, so daB beim Hausschwamm recht ahnliche Verhaltnisse wie 
bei diesen beiden Vertretern der Braunfaulepilze vorliegen. Wesentlich 
erscheint die Tatsache, da die Enzympraparate Tannin, wenn auch 
langsam, oxydieren, obwohl bei dessen Zusatz zum Nahrboden nor- 
malerweise kein dunkelgefarbter Hof beobachtet werden kann. Eine 
physiologische Bedeutung der Polyphenoloxydase konnte bis jetzt nur 
an der Kartoffel eindeutig nachgewiesen werden (BOSWELL u. WHITING, 
1938; Baker u. Newson, 1943; Boswey, 1945). Es sind aber noch 
keine Arbeiten bekanntgeworden, die als sichere Belege fiir den Ablanf 
der gleichen Vorginge bei Pilzen betrachtet werden kénnten. 


Zusammenfassung. 

1. Die Bedingungen der Pigmentbildung des Hausschwamms auf 
synthetischen Medien wurden auf breiter Basis untersucht. 

2. Die unter Verwendung zahlreicher C- und N-Quellen gewonnenen 
Ergebnisse rechtfertigen die Annahme, daf es sich bei dem sowohl in 
den Mycelien als auch in den Nahrlésungen vorhandenen gelben Farb- 
stoff um ein normales Stoffwechselprodukt des Pilzes handelt. 

3. Abweichungen im Auftreten des gelben Pigmentes lassen sich teils 
veranderten physiologischen Bedingungen (Wuchsstoffmangel) zuordnen, 
teils durch die Wirkungen von Hemmsubstanzen erklaren, deren tat- 
sichliche Angriffspunkte aber nicht angegeben werden kénnen. 

4. Die Untersuchungen haben gezeigt, da die bisherigen gegensitz- 
lichen Auffassungen iiber Ursachen und Bedingungen der Pigment- 
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bildung (WEHMER, FaLcK) nur zwei extreme Moglichkeiten darstellen, 


— 


die unter Einbeziehung von Zwischenstufen im Experiment verwirklicht — 


werden kénnen. 
5. Pigmentierte Mycelien haben gegeniiber den farblosen eine um 
100—150% erhéhte Grundatmung. Dieser erhéhte Sauerstoffverbrauch 


la®t auf Mitwirkung des Pigmentes an oxydativen Vorgingen schlieBen. : 


6. Das gelbe Pigment kann durch Extraktion mit Ather oder durch 
Adsorption an Hautpulver dem Kulturmedium entzogen werden. Kon- 


zentrierte Losungen haben eine tiefrote Farbe. Seine Eigenschaften : 


sprechen fiir eine chinoide Verbindung. Eine mégliche Beteiligung an 
Redoxvorgiingen in der Pilzzelle wird diskutiert. 

7. Der Grad der Assimilierbarkeit von Aminosaiuren steht — von 
wenigen Ausnahmen abgesehen — in Abhangigkeit von der Ketten- 


lange. Cyclische Aminosiuren sind schlechte N-Quellen. Methionin und — 


Thioharnstoff haben toxische Wirkung. Aminosiiuren als C- Quelle liefern 
ebenfalls nur geringe Myceltrockengewichte; hinsichtlich ihres Einflusses 
auf die Pigmentbildung werden einige Besonderheiten mitgeteilt. 


8. Vorkommen und Wirkungen einer Polyphenoloxydase des Haus- 
schwammycels werden beschrieben. Die beobachteten Wirkungen spre- 
chen fiir ein der Tyrosinase aus Kartoffeln oder Psalliota campestris 
ahnliches Ferment. 


Fiir die Anregung zu vorliegender Arbeit und fiir mannigfache Férderung bin 
ich Herrn Dozenten Dr. H. KtHLWEIN zu grofem Dank verpflichtet. 
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Untersuchungen itiber die Bedeutung des Wassergehaltes | 
von Hefezellen fiir Temperaturanpassungen. 


Von 
JES CHRISTOPHERSEN und HERBERT PRECHT. 


Mit 9 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. Juli 1952.) 


Wie wir in mehreren Arbeiten (CHRISTOPHERSEN u. PREcHT, 1950 : 
bis 1952) gezeigt haben, kénnen sich bei der Anpassung von Organismen 
an verdinderte Temperaturen einerseits die Hohe der Leistungswerte 
(z. B. Sauerstoffverbrauch, enzymatische Aktivititen) innerhalb des nor- 
malen Temperaturbereiches aindern; dabei sind mehrere Adaptations- 
typen zu unterscheiden!. Andererseits konnen sich durch die Anpassungen 
sowohl die Lebensgrenzen extremen Temperaturen gegeniiber als auch 
die Umkehrpunkte der Leistungskurven enzymatischer Reaktionen 
bei hohen Temperaturen verschieben. In einer zusammenfassenden 
Arbeit (CHRISTOPHERSEN u. PRrEecuHT, 1952) haben wir daher zwischen 
Leistungsadaptation und Resistenzadaptation unterschieden 
und versucht, als wesentlichen Faktor fiir beide Regulationen den Wasser- 
gehalt der Zellen verantwortlich zu machen. Dabei hielten wir die Menge 
an freiem und gebundenem Wasser als entscheidend fiir die Resistenz- 
adaptation und die Gr6éBe des lésenden und nicht losenden Raumes fiir 
die Leistungsadaptation. Beides ist nicht identisch, doch diirften sich 
Anderungen stets in gleicher Richtung auswirken; mit dem freien Wasser 
nimmt der lé6sende Raum zu und wahrscheinlich mit dem gebundenen 
Wasser auch der nicht lésende Raum. Die ganzen Probleme kénnen hier 
nicht in Kiirze wiederholt werden, so da nur auf die zusammenfassende 
Darstellung hingewiesen sei. 

Bei der von uns hiiufiger untersuchten Hefe Torulopsis kefyr nimmt 
die Hitzeresistenz verschiedener Lebensvorgiinge mit steigender Adap- 
tationstemperatur zu. Dasselbe erfolgt beim Altern der Kulturen. Er- 


‘Wenn man an tiefe Temperaturen adaptierte Organismen in héhere Tenpe- 
raturen bringt, steigen die meisten Leistungswerte etwa entsprechend der RGT- 
Regel. BeliBt man die Organismen nun bei den héheren Temperaturen, so 
kénnen die Leistungswerte unverindert bleiben (‘Typ 4, keine Adaptation), steigen 
(Typ 5) oder fallen (Typ 1 bis 3). Bei Typ 1 sinkt der Leistungswert unter den 
Ausgangswert, bei Typ 2 wird der Ausgangswert wieder erreicht (Q,) nach der 
Adaptation gleich 1) und bei Typ 3 wird der Ausgangswert nicht erreicht. 
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wartungsgema8 miiBte dabei die Menge an freiem Wasser ab- und an 
gebundenem Wasser zunehmen oder zumindest eines von beiden ein- 
treten. Die experimentelle Bestimmung von freiem und gebundenem 
Wasser wird allerdings erheblich dadurch erschwert, daB Hefezellen eine 
Vacuole besitzen, deren GréBe sich besonders mit dem Alter dndert. 
Das Wasser der fast eiweiffreien Vacuole muB8 natiirlich bei den iiblichen 
Bestimmungsmethoden als freies Wasser in Erscheinung treten, wihrend 
uns nur das im Plasma enthaltene freie und gebundene Wasser interessiert. 


Wir gewinnen ein besseres Verstiandnis fiir die Probleme bei einer bewuBt teleo- 
logischen Betrachtung. Bei der von uns untersuchten Hefe ist die Anderung der 
Hitzeresistenz mit der Adaptationstemperatur der biologische Nutzen, der durch 
die Wassergehaltsiinderung erreicht wird. Wir haben die Kalteresistenz der Hefe- 
zellen noch nicht gemessen, doch ist nach den vorliegenden Erfahrungen anzu- 
nehmen, daf{ ein Entzug von freiem Wasser neben der Hitzeresistenz auch die 
Kalteresistenz erhoht. Beides lauft, soweit natiirlich der Wassergehalt verantwort- 
lich ist, parallel. Ist der Verlust an freiem Wasser sehr erheblich, so gesellt sich, wie 
bei den Dauerstadien (Sporen, Tiere in Anabiose usw.), zu der Hitze- und Kalte- 
resistenz eine Abnahme der Leistungswerte (z. B. Sauerstoffverbrauch) im nor- 
malen Temperaturbereich, da dann auch die GréBe des lésenden Raumes zum limi- 
tierenden Faktor wird. Es ist ferner wichtig, ob das freie Wasser der Zellen ver- 
 loren geht oder, wie bei den Sporen, zum Teil zu gebundenem Wasser wird, da 
auch solches wahrscheinlich die Hitzeresistenz und auch die Leistungswerte beein- 
fluBt. Auch die Kalteresistenz unseres Versuchsobjektes soll demnachst untersucht 
werden, da unsere Kenntnisse tiber diese grundsatzlichen Probleme bei Mikro- 
organismen trotz vieler Einzeluntersuchungen noch ungeniigend sind. 


Wie bereits friiher erwahnt (CHRISTOPHERSEN u. PREcHT, 1950), zeigt der 
Gesamtstoffwechsel der untersuchten Hefe keine nennenswerte Leistungsadapta- 
tion, obgleich bei den Dehydrasen eine deutliche Leistungsabnahme mit steigender 
Adaptationstemperatur zu beobachten war. Das Reduktionsvermégen der Hefe- 
zelle ist also ftir die Geschwindigkeit des Gesamtstoffwechsels nicht limitierend und 
tritt nur unter solchen Versuchsbedingungen zutage, bei denen auch der UberschuB 
an Dehydrasen oder reduzierenden Intermediarprodukten an der Reaktion teil- 
nehmen kann. Die beobachtete Adaptation der Dehydrasen (entsprechend dem 
Typ 3) ist somit als ein Nebeneffekt zu verstehen, der bei der Verringerung des 
losenden Raumes infolge der Abnahme des Gehaltes an freiem Wasser eintritt. Mit 
anderen Worten, die Zelle verringert primar den Wassergehalt, um hitzeresistenter 
zu werden. Sekundar kann sich das auf die Aktivitét eines Enzyms auswirken, was 
aber in unserem Fall fiir den Gesamtstoffwechsel belanglos ist, da im Falle der 
Dehydrasen ein Enzym betroffen wird, das im Uberschu8 vorliegt und fiir die 
Geschwindigkeit des Gesamtstoffwechsels nicht limitierend ist. Auch die gleichzei- 
tige Steigerung der Kalteresistenz ware ein Nebeneffekt, da sie mit zunehmender 
Adaptationstemperatur erfolgt. 

Die Aktivitatszunahme der Peroxydase mit steigender Adaptationstemperatur 
ist wahrscheinlich nicht als Nebeneffekt zu verstehen. Wir haben das Verhalten 
dieses Enzyms mit seiner Schutzfunktion in Zusammenhang gebracht. Schadigende 
Stoffe (H,O,) miissen besonders bei dem durch hohe ‘Temperaturen beschleunigten 
Stoffwechsel in groBen Mengen entstehen und schnell unschadlich gemacht werden. 
Es ist aber wohl kaum méglich, die Aktivitatsinderung dieses Enzyms nach der 
Anpassung an verschiedene Ziichtungstemperaturen allem mit Wassergehalts- 
anderungen in Verbindung zu bringen. 
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Wir fanden friiher, da8 der Sauerstoffverbrauch der girend vorgeziichteten Hefe 
mit steigender Adaptationstemperatur abnimmt. Anscheinend sind auch hierfiir 
andere als die diskutierten Ursachen verantwortlich. Der Sauerstoffverbrauch der 
anoxydativ wachsenden Hefe ist unwesentlich und tritt gegeniiber der CO,-Bildung 
stark zuriick, so da8 es unwahrscheinlich erscheint, daB die Atmung von der GréBe | 
des lésenden Raumes beeinfluBt werden kénnte. 

Es sollen in dieser Arbeit weitere Versuche sowohl tiber die Leistungs- 
als auch iiber die Resistenzadaptation mitgeteilt werden, die die vor- 
stehenden Gedankengiinge belegen oder wahrscheinlich machen. 


I. Experimenteller Teil. 


A. Leistungsadaptation. 
a) Dehydrasen. 

Enzymatische Leistung und Hitzeresistenz der Gesamtzellen sind sowohl von 
der Ziichtungstemperatur als auch vom Alter der Zellen abhangig (vgl. CHRIsTo- 
PHERSEN u. Precut, 1951). Um den EinfluB8 der Adaptationstemperatur allein 
erkennen zu kénnen, war es daher erforderlich, stets Kulturen zu vergleichen, die 
sich im gleichen Wachstumsstadium befanden. Wir wahlten eine méglichst gleiche 
Wachstumsphase, die bei 20° C nach etwa 1144 Tagen und bei 40° nach 9—10 Std 
erreicht war. Haufig wurden auch wahrend der Ziichtung Proben in Abstanden 
von einigen Stunden entnommen und gleichzeitig der Zuwachs an Hefetrocken- 
masse je Volumeneinheit Kulturfliissigkeit ermittelt. Die jeweiligen Versuchs- 
daten konnten so direkt auf die Wachstumsphasen bezogen werden. 

Tab. 1 gibt die Aktivitaét der Dehydrasen der bei 20° bzw. 40° ge- 
ziichteten Hefe bei etwa gleicher Wachstumsphase an. Die Versuchstempe- 
ratur betrug 35°C; in die THUNBERG-Rohrchen gelangten: | em? Phosphat- 
puffer (py 6,8), 1 cm?0,1 mol Bernsteinsiure neutralisiert mit NaOH, 0,1 cm? 
Methylenblaulésung (0,05%ig) und 1 cm* Hefesuspension (1 g stark 
abgenutschte Hefe auf 50 cm*® Leitungswasser’). 


Tabelle 1. 
Ziichtungstemp. 3 : ‘ Zahl der Messungenan| ., ,, 
(°C) | Entfirbungszeit (min) arschica enon kovlttran Statist. Sicherung (p) 
; 
20 14,4 + 0,47 6 | 
40 19,4 + 0,23 8 | < 0,0002 


Kinen deutlichen Eindruck der Temperaturwirkung auf die Aktivitiit 
der Dehydrasen gewinnt man, wenn man eine bei 40° geziichtete Hefe- 
kultur in 20° iiberfiihrt und die Anderung der Entfirbungszeit zeitlich 
verfolgt. Dabei schreitet zwar die Alterung fort, dennoch setzt sich die 
Temperaturwirkung durch und fithrt zu einer Verkiirzung der Entfir- 
bungszeit (Tab. 2). 


Kinfache osmotische Unterschiede wiirden sich bei der langeren Aufbewahrung 
ausgleichen und kénnen das gefundene verschiedene Verhalten nicht erklaren 
(vgl. hierzu Pisexk 1952, Boann 1951, S. 200ff.). 
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Tabelle 2. 4 
SS Skw— 
Zeit nach der 
Temperaturanderung (Std) 


Vers.-Nr. | Entfairbungszeit (min) 


1 0 19 
4 | 16 

8 | 13 

2 0 | 20 
| 4 | 16 

8 | 15 


__ Die Anderung der Dehydrasenaktivitat in Abhangigkeit vom Wachs- 
tumsstadium geht deutlich aus der Abb. 1 hervor. In ihr sind die je- 
weiligen Entfairbungszeiten der 20°- und 40°- Hefe gegen die je 10 em? Kul- 
turfliissigkeit ermittelte Hefetrok- 
kenmasse aufgetragen. Bei Ziich- 
tung bei 40° sterben die Hefe- 
zellen nach einer gewissen Ziich- 
‘tungsdauer schnell ab. Die ent- 
sprechende Kurve (b) ist daher 
nur so weit ausgezogen, als noch 
100% lebende Zellen vorhanden 
waren, der restliche Teil ist ge- 
strichelt. Abb. 1 zeigt, daB eine a é # Hen esriba es  ete 
Zunahme der Entfairbungszeit nur E hiss sitet mg/ - 
F r ‘ Abb. 1. Abhangigkeit der Dehydrasenaktivitit 
bei der 40°-Hefe stairker in Er- vom Wachstumsstadium. Adaptationstemperatur 
scheinung tritt und von einem be- ee OOS, 

stimmten Alter ab deutlich einsetzt. Bei der 20°-Hefe konnte diese 
Zunahme ebenfalls beobachtet werden, allerdings zu einem wesentlich 
spateren Zeitpunkt. 

Die Dehydrasenaktivitat zeigt also deutlich den Typ 3. Nach unserer 
Arbeitshypothese ist dafiir die GréBe des lo6senden Raumes verantwort- 
lich zu machen, der sich mit steigender Adaptationstemperatur ver- 
ringert und umgekehrt. 

Um zu priifen, ob eine solche Begrenzung besteht, entzogen wir den 
Zellen durch Maltoselésung verschiedener Konzentrationen wechselnde 
Anteile freien Wassers und verkleinerten damit den lésenden Raum. 
Maltose wird von der untersuchten Hefe nicht angegriffen und dringt 
auch nicht in die Zellen ein (s. Nachtrag). Die THunBEeRG-Rohrchen er- 
hielten: 1 cm? Hefesuspension, 0,01 cm’ Methylenblaulésung (0,05% ig), 
1 cm? Maltoselésung verschiedener Konzentration. Das Ergebnis eines 
solchen Versuchs mit einer 20°-Hefe ist in Abb. 2 dargestellt (Hefe- 
trockenmasse = 8,8 mg je 10 cm® Kulturfliissigkeit, Versuchstempera- 
tur 35° C). Es besteht eine lineare, direkte Abhingigkeit der Dehydrasen- 

3* 


= 
58 


§ 
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aktivitat von der Maltosekonzentration und damit von der Menge des 
lésenden Wassers. Gegentiber frither mitgeteilten THunBERG- Versuchen 
waren die Entfarbungszeiten insgesamt kiirzer, was wahrscheinlich auf 
die Verwendung eines Methylenblaupriparates von anderer Qualitat 
zurickzufiihren ist. 

Die Wirkung des Wasserentzuges ist auch dann ersichtlich, wenn bei 
den TxHunperRG-Versuchen Puffer und/oder Natriumsuccinatlosung 
(0,1 mol) hinzugefiigt wird. In Tab. 3 
sind die Reagentienaufgefiihrt, denen 


"30 1 cm? Hefesuspension und 0,1 cm*- 
oS Methylenblaulésung zugesetzt wur- 
g 60 den. 
3 Die Abhangigkeit der Dehydrasen- 
s i aktivitat von der GréBe des lésen-- 
a den Raumes muB verschwinden, 
me wenn man die semipermeable Mem- 

bran zerstért. Dies kann durch mehr- 


a G05 010 «075 «O20 G25M0lQ30 ~—maliges Ausfrieren in Kohlendioxyd- 
Maltosekonzentration ° re | 
_— } ne oi 
Avb.2.Abhingigkeitder Dehydrasemaktivitat — Schnee (— 80 ) geschehen o er durch 
vom osmotischen Druck der AuBenlésung. Zermahlen der Hefe mit Glasstaub. 
Tabelle 3. 
Der Ansatz enthielt auBer Hefesuspension und Methylenblaulésung: | Entfiirbungszeit 
Maltoselésung Phosphatpuffer | | A 
dest. Wasser (1 mol) (Px 6,8) Na-Succinat (min) 
3 \ 
| 
1 —_ | 1 | 1 10 
2 -- ' — | 1 12 
2 » | 1 = | 14 
_ 1 i 1 25 
1 1 / l | — 26 
l 1 / oe | 1 29 


Wir benutzten die Bakterienmiihle nach KaLnirzky, UTTER und WEeRK- 
MAN. Um die Wirkung der Diphosphopyridinnuclease zu unterdriicken, 
wurde die Hefe in 0,1 mol Nicotinsiureamidlésung suspendiert. Ins- 
gesamt war die Entfiirbungszeit der zermahlenen Hefe gegeniiber der 
unzermahlenen stark herabgesetzt. Auch traten stirkere Streuungen 
auf, weil der Grad der Zermahlung nicht immer einheitlich war. Ein 
merklicher EinfluB der Maltosekonzentration war nach dem Zermahlen 
nicht mehr festzustellen (Tab. 4). Die gemahlene Hefe war dabei in 
Wasser suspendiert. Nach Zugabe von Puffer und Bernsteinsiure (ohne 
Maltose) betrug die Entfirbungszeit 40 min. 

Durch Ausfrieren des abgenutschten Hefematerials in CO,-Schnee 
wird die Plasmamembran derartig veriindert, da sie ihre semipermeablen 
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Kigenschaften verliert (eine mechanische Zerstérung konnte mikrosko- 
pisch nicht erkannt werden). Die vorher feste Hefe zerflieBt nach der 
Kaltebehandlung, ein Zeichen dafiir, daB der Zellsaft ungehindert aus- 
treten kann; umgekehrt konnen Stoffe von auBen in die Zelle eindringen. 


Tabelle 4. 


Maltosekonzentration (mol) Entfarbungszeit (min) 


0 | 70 
0,3 | 70 
0,7 | 66 
1,0 | 66 


Die Entfarbungszeit fiir Methylenblau betrug nach dem Ausfrieren etwa 
das Doppelte. Der Einflu8 verschieden starker Maltoselésungen wirkte 
nach einmaligem Ausfrieren schwach verzégernd, nach mehrmaliger 
Kaltebehandlung war meist keine Wirkung durch die hypertonischen 
‘Lésungen mehr zu bemerken. Die Entfairbungszeiten betrugen dann z. B. 
bei der 20°-Hefe etwa 22—24 min. 

Der osmotische Wasserentzug bewirkt also, wie die vorstehenden Ver- 
suche zeigen, nur bei den intakten Hefezellen eine Herabsetzung der 
Dehydrasenaktivitat, wihrend zerstérte Zellen, bei denen Substrat und 
Enzym unmittelbar miteinander reagieren konnen, keine Anderung ihrer 
Aktivitat durch hypertonische Lésungen erkennen lassen. Ferner ist 
bedeutungsvoll, das’ die Dehydrasenaktivitéten der verschieden adap- 
tierten Hefen nach dem Ausfrieren gleich waren. Die Entfairbungszeiten 


Tabelle 5. 
pean RENE (0:8 Entfarbungszeit fiir Methylenblau 
Adaptationstemperatur (° C) vor dem Ausfrieren | nach dem Ausfrieren 
pee ee 
20 9/30” 93/20” 
40 Paps KO 24’30” 


vor und nach dem Ausfrieren sind einander noch einmal in der Tab. 5 
gegeniibergestellt. 

Auch der alterungsbedingte Unterschied der Dehydraseaktivitaten 
verschwindet nach dem Ausfrieren (Beispiel in Tab. 6, 40°-Hefe'). 

Die vorstehenden Versuche haben somit ergeben, daf eine unter- 
schiedliche Aktivitat der Dehydrasen nur bei intakten Zellen besteht; 
werden die Zellen zerstért, so gleichen sich die Entfarbungszeiten weit- 
gehend aneinander an. Nach unserer Arbeitshypothese, daB der losende 


1 Die Werte wiesen nach dem Ausfrieren manchmal — besonders bei nicht ganz 
gleichartig durchgefiihrter Behandlung | beider Vergleichsproben — _ gréBere 
Streuungen auf. 
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Tabelle 6. 
Entfarbungszeit fiir Methylenblau 
Alter der Kultur (Std) vor dem Ausfrieren nach dem Ausfrieren 
a er ee Bs a a 
13 | 18/30” | 16/00” 
21 | 37/00” | 21/00” 
34 | 56/00” | 18/30’ 


Raum fiir die enzymatische Aktivitit verantwortlich sei, bedeutet das also, 
daB die Enzymquantitat bei verschieden adaptierten und verschieden 
alten Zellen dieselbe ist, daB aber die unterschiedliche GréBe des losenden 
Raumes die Aktivititen limitiert. Erst wenn die Plasmamembran aus- 
geschaltet ist, der lésende Raum in der Zelle also nicht mehr begrenzt 
ist, sondern mit dem AuBenraum und damit mit dem Substrat unmittel- 


a 


bar in Kontakt treten kann, macht sich die gleiche Enzymquantitat als 


gleiche Reaktionsgeschwindigkeit bemerkbar. 


b) Atmung. 

Es wurde bereits in einer friiheren Arbeit (1950 b) gezeigt, daB bei 
einer girend vorgeziichteten Hefe die CO,-Produktion unter anaeroben 
Versuchsbedingungen keine Temperaturadaptation zeigt. Der Sauer- 
stoffverbrauch der garenden Hefe nimmt zwar unter aeroben Bedingungen 
mit steigender Adaptationstemperatur ab, jedoch ist der Sauerstoffver- 
brauch einer anaeroben Hefe, die ihre Energie aus der Girung bezieht, 
ohne Bedeutung. 

Die Atmungsmessungen wurden wie iiblich im Warsure-Apparat bei 
30° vorgenommen. Die Trége enthielten 1 em* Hefesuspension (1 g Hefe 
auf 100 cm? Wasser), 1 em Glucoselésung (1/,,; mol) und 1 em* Maltose- 
l6sung wechselnder Konzentration. Der in Abb. 3 dargestellte Versuch 
mit einer 20°-Hefe zeigt, da die CO,-Bildung unter anaeroben Be- 
dingungen zunichst bei 1/, und 2/; mol Maltosekonzentration ansteigt, 
um erst bei einer Konzentration von 1 mol abzufallen. Der Sauerstoff- 
verbrauch ist wesentlich geringer (die girend vorgeziichtete Hefe hat 
stets einen hohen RQ) und verhalt sich hinsichtlich seiner Abhingigkeit 
von dem osmotischen Wert des Substrates ganz wie die Garung. Mehrere 
Versuche mit einer ebenfalls an 20° adaptierten Hefe hatten das gleiche 

irgebnis; dagegen trat eine Abnahme bei einer 40°-Hefe, wie Abb. 4 zeigt, 
schon bei einer Maltosekonzentration von 2/, mol ein, ein Befund, der sich | 
gut mit unserer Annahme deckt, daB der l6sende Raum der 40°- Hefe kleiner 
sein mu. Der osmotische Wasserentzug aus den an sich wasserarmen 
Zellen mu8 sich hier also schon frither auswirken. Worauf der Leistungs- 
anstieg bei schwicheren Maltosekonzentrationen beruht, kann nicht 
gesagt werden. Es sei aber hervorgehoben, daB die Girung, die keine 
Adaptation zeigt, wenig empfindlich gegeniiber osmotischem Wasser- 


Bedeutung des Wassergehaltes von Hefezellen fiir Temperaturanpassungen. 39 


entzug ist, waihrend im Gegensatz dazu die Methylenblaureduktion, die 
von der Adaptationstemperatur abhingig ist, auch eindeutig durch den 
osmotischen Wasserentzug verlangsamt wird. Die Abhingigkeit des 
Sauerstoffverbrauches von der Adaptationstemperatur hingt sicherlich 
nicht vom Wassergehalt ab und ist darum auch gegen osmotische Ein- 


fliisse ziemlich unempfindlich. — Bei anderen Versuchsobjekten wie 
7000 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 3. CO,-Bildung unter anaeroben Versuchsbedingungen (linke Ordinate -—-) und Sauerstoff- 


verbrauch in Luft (rechte Ordinate 0o—o) bei verschiedenem osmotischen Druck der AuBenlésung 
(Abszisse). Adaptationstemperatur 20°. 


Abb. 4. CO.-Bildung unter anaeroben Versuchsbedingungen (linke Ordinate -—-) und Sauerstoff- 
verbrauch in Luft (rechte Ordinate o—o) bei verschiedenem osmotischen Druck der AuBenlésung. 
Adaptationstemperatur 40°. 


untergetauchten Pflanzen (z. B. Helodea canadensis) besteht ein Zusam- 
menhang zwischen Atmungsintensitat sowie CO,-Bildung und der Hydra- 
tur des Plasmas (nach WaLtTER, 1947). 


B. Resistenzadaptation. 


Wenn wir die Resistenzinderungen der Hefezellen auf Anderungen 
des Wassergehaltes zuriickfiihren, so diirfen wir annehmen, dai mit einer 
Wasserabnahme sowohl die Hitze- als auch die Kilteresistenz erhoht 
wird. Wir kénnen unter diesem Gesichtspunkt also schlechthin von einer 
Resistenzadaptation sprechen, fiir die die Menge an freiem und gebun- 
denem Wasser verantwortlich zu machen ist, wahrend wir die Leistungs- 
adaptation auf die GréBe des losenden und des nicht lésenden Raumes 
zuriickfiihren (vgl. auch Bogen, 1951, Kap. IX). 

Wir kénnen zunichst ganz entsprechend wie bei der Leistungsadap- 
tation nachweisen, da die Hitzeresistenz der in THUNBERG- Versuchen 
gemessenen Dehydraseaktivitaét mit steigender Adaptationstemperatur 
und besonders nach der exponentiellen Wachstumsphase auch mit dem 
Alter zunimmt. Abb. 5 zeigt das bei beiden Hefen deutlich; in ihr sind 


die Entfirbungszeiten von gleich starken Hefesuspensionen (1 g auf 


Inoktivierungstemperatur 
3 
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50 em’) in Abhingigkeit vom Wachstumsstadium der Kultur aufgetra- 
gen, und zwar haben wir als Ma8 fiir das Wachstum nicht wie meist 
iiblich die Triibungszunahme angegeben, sondern den Zuwachs an 
Trockenmasse in 10 cm® Kulturfliissigkeit. Auf der Ordinate sind als 
Inaktivierungstemperaturen diejenigen Temperaturen angegeben, bei 
denen durch eine Hitzebehandlung 
von 10 min Dauer sich die Ent- 
firbungszeit verdoppelt. 

DaB die Hitzeresistenz durch Was- 
serentzug ansteigt, ist fiir viele Ob- 
jekte aus der Literatur bekannt und 
in einer fritheren Arbeit (1952a) auch 
von uns fiir die hier untersuchte Hefe 


log er Uberlebendenzah/ 


SY 
#2) 2 4 6 8 10 72 4 
Zuwachs der Kultur mg /10 cm? Abtotungstemperatur 
Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Abhingigkeit der Hitzeresistenz der Dehydrasen vom Wachstumsstadium., 


Abb. 6. Abhangigkeit der Hitzeresistenz der Gesamtzellen vom osmotischen Druck der AuBenlésung. 
Adaptationstemperatur bei -—- 20°, bei o—o 40°. Suspendiert in destilliertem Wasser (W), Nihr- 
lésung (VY) oder 4% mol Maltoselésung (J/). 


festgestellt worden. In Abb. 6 ist der Einflu8 von Alter und osmotischer 
Behandlung dargestellt. Das Verhalten der Hefe im oben beschriebenen 
Sinne ist ohne weiteres erkennbar. , 

In Tab. 7 ist die Hitzeresistenz der Dehydrasenaktivitiit bei verschie- 
denen Maltosekonzentrationen angegeben. Gleichzeitig wurden mittels 
der Haimatokritmethode Volumenmessungen vorgenommen, die in der 
letzten Spalte angefithrt sind, Dazu wurde je 1 cm? der Hefesuspension 


Tabelle 7. 


Entfirbungszeiten (min) nach Erhitzung aut: | Volumen von 
Suspensionsmittel 2 pes ™ | 20 mg Zellen 
| aS ne | (mm?) 
aS ee a ees ee a eee 
| 
Dest. Wasser .~. . . . | 45 63 . 180 20 
1, mol Maltose. .. . 20 22 — | 19,5 
Y% mol Maltose. .. . 14 15 6: | 17,7 
3/, mol Maltose. . . . 11 13 50 16 
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30 min in TRomMspore-Roéhrchen sedimentiert. Man sieht, daB mit 
steigender Maltosekonzentration die Hitzeresistenz ansteigt, wobei gleich- 
zeitig die Zellen infolge des Wasserentzuges kleiner werden. 

Wenn fiir diese kiinstliche Anderung der Hitzeresistenz die Menge an 
freiem Wasser maBgebend sein soll, so muB sie reversibel sein. Die Re- 
versibilitat konnte sowohl fiir die Hitzeresistenz der Gesamtzellen als 
auch fiir die der Dehydrasen nachgewiesen werden. Dazu wurde die 
Hefe zunachst in dest. Wasser suspendiert und nach 30 min die Hitze- 
resistenz bestimmt. Dann wurde abzentrifugiert, das Wasser durch 
0,5 mol Maltoselésung ersetzt und wiederum nach 30 min eine Re- 
sistenzbestimmung durchgefiihrt. SchlieBlich wurde die Maltoselésung 
wieder durch Wasser ersetzt und ein 3. Mal die Resistenz ermittelt. Die 
Inaktivierungstemperaturen der Dehydrasen (Temperatur, bei welcher 
die Entfairbungszeit verdoppelt wird) betrugen: 


54° > 57,5° —_——__—->  5],8° 
Dest. Wasser 0,5 mol Maltose Dest. Wasser 


Die Steigerung der Hitzeresistenz wird also tber den Anfangswert 
hinaus wieder riickgingig gemacht. Der niedrigere Endwert entsprach 
der Hitzeresistenz einer Probe der Ausgangssuspension, die wahrend der 
Versuche unverandert gelassen war und zum Schlu8 mit untersucht 
wurde. Der Abfall ist also nicht auf die abwechselnde Wasser- und Mal- 
tosebehandlung, sondern wahrscheinlich auf das Hungern der Hefezellen 
zuruckzufihren. 

Um die Beziehung zwischen Resistenzinderung und Wasserbindung 
beurteilen zu kénnen, war die Frage nach der GroSendinderung der Va- 
cuole in Abhangigkeit vom Altern von besonderer Bedeutung, da eine 
experimentelle Bestimmung des freien Wassers nur dann etwas zu be- 
sagen hat, wenn das freie Vacuolenwasser zwischen den einzelnen zu ver- 
gleichenden Proben sich nicht andert, sondern im konstanten Verhaltnis 
zum Gesamtwasser bleibt. Setzt man den Stickstoffgehalt der Zellen 
einerseits in Beziehung zur Trockenmasse und andererseits zur Feucht- 
hefe, so ergeben sich unterschiedliche Verhaltnisse. Der N-Gehalt der 
Trockenhefe aindert sich mit dem Alter nur geringfiigig. Bezieht man ihn 
aber auf die abgenutschte Hefe, so nimmt er erheblich zu (vgl. Tab. 8, 
a und b verschiedene Altersstufen). 

Tabelle 8. 
Adaptations- Trockenmasse N-Gehalt | N-Gehalt 


temperatur (° C) (Prozent d. abgen. Hefe)|(Prozent d. abgen. Hefe)|(Prozent d. Trockenhefe) 
EEE 


a b | a b a b 
20 18,7 24,4 1,16 1,43 6,2 5,8 
40 24,7 29,4 | 1,61 2,02 6,5 6,9 


40 22,8 30,1 1,55 1,98 6,8 6,6 
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Da der Vacuolensaft fast eiweiBfrei ist, bleibt nur die Erklarung, 
daB die Vacuole mit dem Alter kleiner wird und die erhebliche Abnahme 
des freien Wassers hierauf zuriickzufiihren ist. Besonders bei der 20°- 
Hefe scheint die Verminderung des freien Wassers tatsiichlich zunachst 
in der exponentiellen Wachstumsphase fast ausschlieBlich auf Kosten 
der Vacuole zu erfolgen, da die Hitzeresistenz und die Entfarbungs- 
geschwindigkeit fiir Methylenblau der nicht erhitzten Kontrollen sich 
kaum dndern. Mit der Zunahme von Hitzeresistenz und Entfarbungs- 
zeiten nimmt wahrscheinlich auch der Gehalt 
des Plasmas an freiem Wasser ab, doch diirfte 
diese grobe Methode nicht ausreichen, um fei- 
nere Unterschiede festzustellen. Die Bestim- 
mung des freien Wassers im Plasma wird wegen 
der Anderung der VacuolengréBe stets auf 
Schwierigkeiten stoBen. Wir haben uns darauf 
beschrankt, die Anderung der gebundenen Was- 
sermenge zu bestimmen (s. 8. 44). Hier sei noch 
auf einige Haimatokritversuche eingegangen, 
die auch die Anderung des freien Wassers (ein- 
schlieBlich des Vacuolenwassers) mit dem Alter 
der Kultur deutlich zeigen. Diese Methode hat 
sich besonders bei roten Blutkérperchen be- 


0. 60) 6200S 50S Wart (vgl. Ean, 1922). 


Alter der Kultur Man entzieht den Zellen durch hypertonische 
Abb. 7. Bestimmung von ,,ge- 


bundenem“ und, ,freiem*‘* Was- Lésungen (hier Maltoselésungen) Wasser und 
ser mit der Hiimatokritmetho- —_ herechnet aus den Abweichungen vom BoyLe- 


de. Adaptationstemperatur bei ; : 
(,—d, 20°, b:—b; 40°. a, b,  MARrtorrr-vAN’THorrschen Gesetz freies und 


atttas adeno gebundenes Wasser. Die Trockenmasse wird 

ser, dy, bs ,,freies** Wasser. gleichzeitig ermittelt. Eine Ungenauigkeit 

kommt bei den Hefezellen dadurch hinzu, daB 

die wenig elastische Zellmembran einer Schrumpfung entsprechend der 

Konzentration der AuBenlésung einen Widerstand entgegensetzt. So 

konnten nur Vergleichswerte gewonnen werden. In Abb. 7 ist je ein Bei- 
spiel fiir die 20°- und 40°-Hefe angegeben. 

Versuche mit ausgefrorenen Zellen. Zerstért man die semiper- 
meable Membran z. B. durch zweimaliges Ausfrieren in CO,-Schnee?, 
so muf} durch die maximale Zunahme des freien Wassers eine Vermin- 
derung der Hitzeresistenz eintreten. Sie ist fiir die Katalase in Tab. 9 
zusammengestellt ; angegeben ist die Menge von zersetztem H,O, in Pro- 
zent (die Bestimmung erfolgte wie in friiheren Arbeiten; vgl. 1951, S. 268). 


1 Man kann natiirlich nicht ausschlieBen, daB durch diesen ProzeB noch 


andere Schiden verursacht werden (vgl. Nowrnsxrt und Rosgrric, 1943, Krer- 
MEIER, 1947 und Lynen, 1939). 
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Tabelle 9. 
Inaktivierungs- H,0.-Zersetzung 
“oe ins nas vor dem Ausfrieren | nach dem Ausfrieren 
Kontrolle | 40,0 | 80,0 
57 64,6 | 68,6 
59 63,9 | 25,5 
61 28,0 | 1 WT 


Auffallend ist die Stimulierung der Katalasewirkung durch das Aus- 
frieren (vgl. die Kontrolle und 57°-Probe) und durch Erhitzung unter- 
halb der Inaktivierungstemperatur (vgl. die Werte der nicht gefrorenen 
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Abb. 8a. Abb. 8b. 


Abb. 8a. Abhingigkeit der Dehydrasenaktivitat vom Alter der 40°-Hefekultur. Alter bei @ 13, 
bei 6 21, bei c 34 Std. 


Abb. 8b. Die Werte der Abb. 8a nach dem Ausfrieren. 


Probe bei 57 und 59°). Trotzdem ist bei 59 und 61° die herabgesetzte 
Hitzeresistenz nach der Kaltebehandlung deutlich erkennbar. 

Die Zunahme der Hitzeresistenz mit dem Alter blieb auch noch nach 
dem Ausfrieren wahrzunehmen. In den Abb. 8a und 8b sind die Ent- 
farbungszeiten fiir Methylenblau bei verschiedenen Inaktivierungstem- 
peraturen vor und nach dem Ausfrieren dargestellt. Insgesamt liegt der 
Inaktivierungsbereich nach dem Ausfrieren etwa 10° tiefer, was wie bei 
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dem in Tab. 9 wiedergegeben Katalaseversuch auf die Vermehrung des 
freien Wassers zuriickzufiihren ist. Ferner ist die Entfarbungszeit der 
nicht erhitzten Kontrollen vor dem Ausfrieren recht unterschiedlich, 
dagegen nach dem Ausfrieren praktisch etwa gleich, weil nun die Be- 
grenzung der Reaktionsgeschwindigkeit durch den vorher unterschied- 
lich groBen lésenden Raum fortgefallen ist. Die Resistenzunterschiede 
der verschieden alten Proben sind aber erhalten geblieben. Die Deutung 
liegt sehr nahe, da hier das gebundene Wasser mit dem Alter zugenom- 
men hat und eine Schutzwirkung fiir die Proteine austibt. In unserer 
zusammenfassenden Darstellung iiber die Bedeutung des Wassergehaltes 
sind wir naher auf dies Problem eingegangen. Es ist allerdings nicht aus- 
geschlossen, daB tiefergreifende Strukturanderungen der Apofermente, 
die nicht nur die wasserbindenden Krafte betreffen, hinzukommen. 


CO. Untersuchungen tiber die Wasserbindungsverhdltnisse bei 
verschieden adaptierten Hefezellen in Abhdngigkeit vom Alter. 
Eine exakte Bestimmung des gebundenen Wassers ist aus Griinden, 
die in der einschligigen Literatur ausfiihrlich diskutiert werden (ErRicn 
u. Marx, 1936, BrizGLuEB, 1937, WaALTER, 1947, WEISMANN, 1938, 
Netter, 1951, u. a.), recht schwierig. Um einen Vergleich der wasserbin- 
denden Krafte unter den oben erwahnten EHinfliissen zu erhalten, be- 
stimmten wir daher lediglich den Gesamtwassergehalt der Zellen durch 
Trocknung bei 105° C und durch Wasserentzug im Vakuum iiber Al,O, 
bei Zimmertemperatur. Die Differenz zwischen beiden Bestimmungen 
ergab einen gewissen Anhalt fiir das Wasserbindungsvermégen. Die 
gleiche Methode wurde von Topp bei Aspergillus niger angewendet. 

Methodisch gingen wir so vor, daB wir die abgenutschte Hefe mit 1 Tropfen 
Aq. dest. auf Objekttragern ausstrichen, so daB sie nach dem Trocknen einen 
ziemlich gleichmaRigen Film auf der Glasflache bildete. Im Trockenschrank war 
die Gewichtskonstanz nach etwa 30—40 min erreicht, wihrend sie im Vakuum- 
exsiccator nicht vor 6 Std eintrat. Eine langere Aufbewahrung im Vakuum 
(24—48 Std) hatte keine merkliche Gewichtsinderung mehr zur Folge. Es wurden 
meist 5 Parallelproben angesetzt, die jedoch auBerordentlich geringe Streuungen 
aufwiesen. Kleine Unterschiede in der Wasserbindung konnten daher mit groBer 
Genauigkeit erfaBt werden. 

In Tab. 10 sind die Auswertungen je eines Versuchs mit 20°- und 40°- 
Hefe zusammengefat. Da die Trockenmasse sowohl mit dem Alter als 
auch mit der Ziichtungstemperatur ansteigt, muBten die Zunahmen an 
gebundenem Wasser auf die Zunahme der Trockenmasse bezogen werden. 
Wie die beiden letzten Spalten zeigen, stieg das gebundene Wasser stets 
stiirker an als die Trockenmasse. Wir diirfen daher mit der Wahrschein- 
lichkeit rechnen, daB neben einer Abnahme an freiem Wasser auch die 
Zunahme an gebundenem Wasser fiir die ErhGhung der Hitzeresistenz 
verantwortlich ist. Der Anteil des Wassers, den man als ,gebunden*‘ 
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Tabelle 10. 
peal ieee Trockenmasse in % Ditferenz der | Zunahme von 
(@) | bei 105° | im Vakuum Trockenmasse Tr.M % | geb. H.0% 
a ge i i ey tg 
200TH 28 19,90 21,59 1,69 | 
48 24,49 26,42 | 1,93 27 3] 
54 24,82 26,90 2,18 7" 
74 25,28 27,50 2,22 
40 8 22,58 25,05 2,47 
12 Palio ts: 30,36 2,98 29 40 
20 29,13 32,59 3,46 


bezeichnen kann, hangt natiirlich von der Bestimmungsmethode ab 
(vgl. CHRISTOPHERSEN und Precut, 1952b). 


Nachtrag. 

Um zu priifen, ob bei der Bestimmung des nicht l6senden Raumes nach 
der Hamatokritmethode innerhalb der Beobachtungszeit Maltose in die 
Zelle eindringt, wurde noch folgender Versuch gemacht. Die Hefezellen 
wurden einmal in | mol 


3 
Glycerinl6sung und zum Dp 
anderen in 1 mol Maltose- S$ Pe 
l6sung suspendiert und die > 
6 
Volumenianderungen durch 8 
Zentrifugieren von jeweils § “2 
lcm? in TRomMsporr- § 2 
Rohrchen iiber einen lange- ~ 7 
ren Zeitraum verfolgt. Es Beobachtungszeit 


zeigte sich, daB bei Glyce- Abb. 9. Zeitliche Anderung des Zellvolumens in 1 mol 
rin, welches leicht in die Glycerin (a) und in 1 mol Maltoselésung (6). 
Zellen eindringt, die Schrumpfung innerhalb von 2 Std zuriickgeht, 
wahrend die in Maltoselésung aufgeschwemmten Zellen 4 Std lang ihr 
Volumen nicht dnderten, dann sehr langsam groBer wurden und erst 
nach etwa 16 Std ihre Ausgangsgr68e wieder erreicht hatten. Die Ein- 
wirkungszeit fiir unsere Messungen konnte daher ohne weiteres auf 
30 min bemessen werden. Die zeitlichen Volumendnderungen in Maltose- 
und Glycerinlésung sind in Abb. 9 graphisch dargestellt. 


IL. Diskussion. 

Durch die vorstehenden Versuche sollte geklirt werden, wieweit sich 
Anderungen von Hitzeresistenz und enzymatischer Leistung bei Hefe- 
zellen, wie sie unter dem Einflu8 verschiedener Ziichtungstemperaturen 
oder mit dem Ubergang von der exponentiellen in die stationaére Wachs- 
tumsphase zu beobachten sind, durch Anderungen des Wassergehaltes, 
insbesondere der Plasmahydratation, erkliiren lassen. Dazu wollen wir 
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zunichst noch einmal feststellen, daB diese Gedanken sich sowohl aus 
bereits bekannten Tatsachen (die Bedeutung der Wasserverarmung fiir 
die Resistenzsteigerung ist ja von vielen Organismen her bekannt) als 
auch aus Beobachtungen herleiten, die wir bereits in friiheren Arbeiten 
machten. Die theoretischen Fragen, die sich in diesem Zusammenhang 
ergeben, haben wir bereits an anderer Stelle erértert (1952b). Wie lassen 
sich nun die hier erhobenen Befunde in die bereits mitgeteilten Ge- 
dankenginge einordnen? 

Eine typische Leistungsadaptation war bei der von uns untersuchten 
Hefe bei den Dehydrasenaktivitéten zu beobachten, und zwar nah- 
men diese mit steigender Adaptationstemperatur im Sinne des Typs 3 
ab. Gleichzeitig wurden die Entfairbungszeiten aber auch mit dem Alter 
der Zellen langsamer. In beiden Fallen war auch eine Abnahme des 
Wassergehaltes zu beobachten. Entzogen wir nun durch osmotisch wirk- 
sames Au8enmedium (Maltoselésung) den Zellen einen Teil des als L6- 
sungsmittel fiir die Substrate dienenden Wassers, so wurden die Ent- 
farbungszeiten ebenfalls verlangsamt. Dabei war die VerzOgerungswir- 
kung vom osmotischen Druck des Mediums linear abhingig. Eine ent- 
sprechende Erscheinung war bei der CO,-Bildung, die keine Adaptations- 
erscheinung zeigt, nicht zu beobachten. Erst bei sehr hohen Maltose- 
konzentrationen trat eine Hemmung der Girung ein, wobei die wasser- 
iirmere 40°-Hefe empfindlicher war. Dieses unterschiedliche Verhalten 
von Dehydrasenaktivitét und Gesamtstoffwechsel (Girung) erscheint 
uns nur dann biologisch verstindlich, wenn man annimmt, da teleo- 
logisch betrachtet die Hefe nur bestrebt ist, sich hinsichtlich der Re- 
sistenz an héhere Temperaturen anzupassen. Kine Herabminderung der 
Stoffwechselgeschwindigkeit soll nicht erreicht werden. Wenn trotzdem 
die Dehydrasenaktivitit mit steigender Adaptationstemperatur ab- 
nimmt, so ist das nur darauf zuriickzufiihren, daB die Dehydrasen im 
groBen Uberschu8 in der Zelle vorhanden sind und unter Bedingungen, 
wo sie insgesamt zur Wirkung kommen, auf sehr geringe Anderungen des 
Lésungsraumes ansprechen. In diesen Bereichen wird die Giarung oder 
ein die Giirung limitierender Teilproze8 noch nicht in Mitleidenschaft 
gezogen. Die Giarung lauft also mit unveriinderter Geschwindigkeit 
weiter, auch wenn die Aktivitiit der Dehydrasen durch einen gewissen 
Wasserentzug bereits eingeschriinkt ist. Erst bei sehr viel stiirkerem 
Wasserentzug wird der fiir die Girung benétigte losende Raum so klein, 
daB auch hier eine Verzégerung bemerkbar wird. Und zwar zunichst 
bei der 40°-Hefe, die ja ohnehin wasseriirmer ist. 

Wird die Begrenzung des losenden Raumes durch die semipermeable 
Membran beseitigt, so ist der osmotische Wert des AuSenmediums 
nicht mehr von Bedeutung fiir die enzymatische Aktivitat. Sogar 
die durch Alter und unterschiedliche Ziichtungstemperatur bedingten 
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Aktivitatsunterschiede kénnen so offenbar zum Verschwinden gebracht 
werden. 


Eng verkniipft mit den Leistungsanderungen sind die Anderungen der 
Hitzeresistenz. Hierfiir wurde das Verhaltnis von gebundenem zu freiem 
Wasser verantwortlich gemacht. Resistenzerhéhung und Abnahme des 
Wassergehaltes gehen bei zahlreichen Organismen ahnlich zusammen 
wie in den hier beschriebenen Hefeversuchen. Auch kiinstliche Resistenz- 
anderungen durch osmotischen Wasserentzug sind mehrfach beschrieben 
worden. Es ist nun fiir unsere Theorie bemerkenswert, da die erhdhte 
Resistenz zwar durch Zerstérung der Membran mittels CO,-Schnee wie- 
der verloren geht, dennoch aber eine Staffelung der verschiedenen Proben 
je nach Alter in ihrer Resistenz erhalten bleibt. Der Gesamtabfall der 
Resistenz, der bei Zerstérung der Membran eintritt, ist sicherlich auf 
die damit verbundene Zunahme an freiem Wasser zuriickzufiihren. Die 
Tatsache jedoch, da die einzelnen Proben unter sich auch nach der 
Membranzerstérung noch die alterungsbedingten Resistenzunterschiede 
aufweisen, 148t vermuten, daB nicht nur das freie Wasser fiir die Hitze- 
_resistenz verantwortlich sein kann. Da sich offenbar auch die wasser- 
bindenden Krafte mit dem Alter andern (Tab. 10), kénnte man sich 
denken, daB die vermehrte Wasserbindung an die Proteine zu einer Re- 
sistenzerhohung fiihrt. Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, daB noch 
weitere spezifische Anderungen an den Proteinen (Aggregation, Struk- 
tur) fiir ihre Hitzeresistenz von Bedeutung sind (vgl. CoRISTOPHERSEN 
u. THIELE, 1952). 


Zusammenfassung. 

Entzieht man Hefezellen durch hypertonische Maltosel6sung osmo- 
tisch Wasser, so nimmt die Entfarbungsgeschwindigkeit fiir Methylen- 
blau mit steigendem osmotischen Druck linear ab. Eine Abnahme der 
Entfarbungszeit tritt auch bei Alterung der Zellen sowie bei Adaptation 
an héhere Wachstumstemperaturen ein. Hefezellen, deren Plasma-Mem- 
branen vorher durch Ausfrieren in CO,-Schnee oder Zermahlen zerstort 
worden waren, zeigen in Wasser und verschieden starken Maltose- 
lésungen gleiche, wenn auch insgesamt verzdgerte Entfarbungszeiten. 
Auch die durch die Ziichtungstemperatur und das verschiedene Alter 
bedingten Unterschiede in den Dehydraseaktivitaéten vermindern sich 
durch das Ausfrieren. Die CO,-Bildung, die sich auch bei Anpassung 
an verschiedene Temperaturen nicht andert, wird dagegen erst bei sehr 
hohen osmotischen Drucken verzogert. 

Durch den osmotischen Wasserentzug werden die Gesamtzellen sowie 
einzelne Enzyme (Dehydrasen, Katalase) hitzeresistenter. Diese Re- 
sistenzinderungen sind reversibel. Durch Ausfrieren nimmt die Hitze- 
resistenz der Enzyme ab. Resistenzunterschiede verschieden alter Zellen 
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bleiben auch nach dem Ausfrieren erkennbar. Die wasserbindenden 
Kriifte des Plasmas nehmen mit dem Alter der Zellen zu. Diese Beobach- 
tungen sprechen fiir die Theorie, daB der Wassergehalt der Zellen fiir 
die genannten Regulationen verantwortlich gemacht werden kann, wo- | 
bei fiir die Leistungsadaptation der lésende Raum und fiir die Resistenz- 
adaptation das freie und das gebundene Wasser mafigebend sind. 
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Uber den Einflu8 des Bodens 
und antagonistischer Bodenmikroben auf den Parasitismus 
von Pythium de Baryanum*. 


Zugleich 10. Mitteilung der von E. Scuarrnir herausgegebenen 


Beitrige zur Kenntnis der Wechselbeziehungen 
zwischen Kulturpflanzen, ihren Parasiten und der Umwelt. 


Von 
ROSTISLAVS LIKAIS. 


Mit 9 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 3. Mai 1952.) 


Die Entwicklung eines Bodenpilzes wird von mehreren Faktoren beein- 
fluBt, die in 2 Hauptgruppen eingeteilt werden kénnen, die biotischen 
und die abiotischen Faktoren. Eine Ubersicht iiber die Entwicklung 
dieses Fragenkomplexes in kritischer Beleuchtung gibt WINTER (1942) 
im Zusammenhang mit der Erorterung der vieluntersuchten Abhangig- 
keit des Schwarzbeinigkeitserregers (Ophiobolus graminis) von biotischen 
Faktoren. Er diskutiert dabei die Protozoentheorie, die Theorien der 
direkten Stimulation, der NahrstoffaufschlieBung und der Antagonisten. 
Ks kann hier auf diese Arbeit und die darin zitierte Literatur verwiesen 
werden. Durch seine Untersuchungen gelangt WINTER zu dem SchluB, 
daB die Entwicklung des Pilzes unter nattirlichen Bedingungen durch 
von Bodenmikroben gebildete antibiotische Substanzen maBgebend be- 
einfluBt wird. 

Die Frage des besonderen Bodentyps ist in diesen Theorien nicht in 
klarer Form in Erscheinung getreten. In den Jahren 1930—1933 wurde 
aber der Komplex Boden als Umweltfaktor von ScHarrnirT und seinen 
Mitarbeitern in den Bereich von Untersuchungen tiber die Erreger von 
FuSkrankheiten des Getreides (vgl. Jahresber. 1931—1932 der Landw. 
Hochschule Bonn-Poppelsdorf 8.50) einbezogen, und diese ergaben, 
daB auch die im Vegetationsversuch willkirlich gestalteten abiotischen 
Faktoren das Schadenausma8 bei Befall durch Ophiobolus graminis be- 
einflussen k6nnen. 

Die bisher vorliegenden Untersuchungen tiber die Okologie von Py- 
thium und besonders iiber die Auswirkung antibiotischer Krafte auf seine 


* Auszug aus einer Dissertation, ausgefiihrt im Institut fiir Pflanzenkrankheiten 
in Bonn in den Jahren 1946—49, in denen Herr Professor Dr. EK. ScHarrnrr wieder 
die Leitung des Instituts tibernommen und dessen Wiederaufbau durchgefihrt hat. 
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Entwicklung und die von ihm hervorgerufene Infektion ergeben weder 
ein vollstindiges noch ein einheitliches Bild. Die Untersuchungen 
ScHAFFNITS und seiner Schule (Wechselbeziehungen zwischen Kultur- 
pflanzen, ihren Parasiten und der Umwelt) haben aber gezeigt, welche 
Bedeutung die Kenntnis der Okologie der pflanzenparasitiren Pilze 
haben kann. Es erschien daher notwendig, weitere Erfahrungen iiber 
Pythium, seine Beeinflussung durch Umweltfaktoren, insbesondere des | 
Bodens, biotische wie abiotische, sowie tiber den Infektionsvorgang an 
der Wirtspflanze zu sammeln. Eine Reihe solcher Probleme wird in der 
nachstehenden Arbeit. behandelt. 


I. Material und Methoden. 


Die der jeweiligen Aufgabe angepaBten Methoden werden spater er- 
wahnt werden; hier seien nur allgemein giiltige Dinge angefiihrt. 

Ndhrbéden: a) Haferflockenagar: 100g Haferflocken in dest. Wasser ab- 
gekocht, nach geniigender Schleimbildung durch Mullgaze gepreBt, mit 20 g Agar- 
Agar, 1000 cm? dest. Wasser und 3 cm® n-HCl vermengt und bei 110° C 1 Std im 
Autoklaven erhitzt. — b) CzarpeK-Agar: FeSO, 0,01 g, KH,PO, 1,00 g, NaNO, 
2,00 g, KCl 0,50 g, MgSO, 0,50 g, Saccharose 30 g, Agar-Agar 20 g, 1000 cm® dest. 
Wasser. — c) Kirschsaftagar: 45 cm® Kirschsaft, 955 cm? dest. Wasser, 20 g Agar- 
Agar. — d) Riibenkrautagar: 50g sog. ,,Riibenkraut**, 20g Agar-Agar, 1000 em$ 
dest. Wasser. — e) Knopsche Nahrlésung: Ca(NO,), 1,00 g, KH,PO, 0,25 g, 
KCl 0,25 g, MgSO, 0,25 g, Eisenchlorid Spuren, Saccharose 10g im Liter aqua 
dest. — Der Sauregrad wurde mittels Lyphanpapier ermittelt. 

Pflanzenmaterial: Die Versuche wurden an Luzerne (ital. blaue, Me- 
dicago sativa) und an Gartenkresse (Lepidiwm sativum) durchgefiihrt, 
die sich auf Grund der Pathogenititspriifung bei Verwendung geeigneter 
Pythium-Stimme (siehe 8. 51) als zweckmaBig erwiesen. 

Alle verwendeten Samen wurden vorher desinfiziert und vorgekeimt. (Naheres 
8. 51.) Bei der Auswertung der Versuche wurden in der Regel die lebend gebliebenen 
Pflanzen gezihlt und deren Trockengewicht bestimmt, in manchen Fallen auch 
Wurzelverkriippelung und Laingenwachstum beriicksichtigt. Bei allen Versuchen 
wurden statistisch gesicherte Ergebnisse erstrebt. Der mittlere Fehler wurde mit 
Hilfe der Gaussschen Formel m = 7 - berechnet. 
n (n— 


Il. Gewinnung und Priifung des Infektionsmaterials. 


Das Infektionsmaterial, Pythiwm de Baryanum Hesse, wurde durch 
Aussaat von Fangpflanzen auf Komposterde, Mistbeeterde, Humus und 
Lehmboden gewonnen. Als Fangpflanzen dienten: Zuckerriibe (Beta 
vulgaris var. saccharifera), Tomate (Solanum lycopersicum), Tabak (Nico 
tiana tabacum), WeiBkohl (Brassica oleracea var. capitata), Gurke (Cucumis 
sativus), Gartenkresse, Luzerne und Erbse (Piswm sativum). Nach 2—3 
Wochen fielen die ersten Pflanzen um, wiesen an der Stengelbasis die 
typischen Einschniirungen auf, welkten und trockneten zu fadenférmigen 
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Gebilden ein. Bei den Erbsen wurde ahnliches nicht beobachtet; doch 
zeigten einige Exemplare kriippelhaften Wuchs und Vergilbung der 
unteren Blatter. Die meisten umgefallenen Keimpflanzen waren auf 
der Komposterde zu finden, auf Lehmboden waren es sehr wenige, auf 
der Humuserde war ihre Zahl hoher. 

Bei der weiteren Verarbeitung des Materials wurden die Pflanzen zur besseren 
Entwicklung des Mycels 24 Std in Regenwasser gelegt. Darauf wurden die infizierten 
Teile (Hypokotyle) herausgeschnitten, in ein zu 1/, mit dest. Wasser gefiilltes Glas- 
gefa mit angeschliffenem Deckel gebracht und bei dreimaligem Wasserwechsel 
etwa 5 min geschiittelt. Durch diese Waschung wurde eine geniigend grofe auBere 
Sterilitat erreicht, ohne dabei den Krankheitserreger selbst zu vernichten. Die so 
praparierten, jeweils nicht mehr als 1 cm langen Pflanzenteile wurden zu je 2 ein- 
ander gegentiber in Perri-Schalen auf Haferflockenagar bei einer Temperatur von 

_16—18°C ausgelegt. Sobald sich etwas Mycel entwickelt hatte, wurde ein Teil 
desselben auf einen frischen Nahrboden in die Mitte einer Perri-Schale iibertragen. 

Nach mehrfachen Uberimpfungen konnten insgesamt 73 Pilze isoliert 
werden, die sich bei mikroskopischer Kontrolle meistens durch ihr 
unseptiertes Mycel als Phycomyceten erwiesen. Als unerwiinschte Bei- 
gaben fanden sich Mucorineen, seltener Fusarien. 

Das fiir die Versuche vorgesehene Saatgut wurde in einem gréBeren Reagensglas 
durch Schiitteln (5 min) in 0,1%iger Formalinlésung desinfiziert, mit sterilem dest. 
Wasser nachgewaschen und in einer Petri-Schale auf einer sterilen mit dest. Wasser 
angefeuchteten, auf sterilem Sand liegenden Filterpapierscheibe zum Auskeimen 
gebracht. Die etwa 3—5 mm langen Keimlinge wurden in kleine mit einem Gemisch 
von Quarzsand und 30% Komposterde gefiillte Tontdépfe gepflanzt. Dieses Boden- 
gemisch war vorher im Dampftopf bei98°C 2 Std lang erhitzt und bis zur Aufnahme 
von 50% der vollen Wasserkapazitét mit Leitungswasser angefeuchtet. Als Nahr- 
boden fiir die Pilzkulturen wurde stets Haferflockenagar verwandt. 

Aus den mit Pilzmycel bewachsenen Agar-Platten wurden nun mit 
Hilfe eines Korkbohrers Scheibchen von 7 mm Durchmesser hergestellt 
und auf jedes dieser Scheibchen eines der vorgekeimten Samenk6rner 
gebracht, und zwar so, daB der Keimling nach unten gerichtet war. Je 
10 Scheibchen kamen in einen der oben bezeichneten Tépfe und wurden 
je nach Art des Saatgutes mit einer 0,5—1,0 cm dicken Schicht Erde 
bedeckt, die mit einem Glasplittchen leicht angedriickt wurde. 

Die Pathogenitat der isolierten Pilze wurde zuerst an Luzerne, Kresse 
und Weifkohl gepriift. Bei der Bewertung wurden die Pflanzen in nor- 
mal und kriippelhaft entwickelte eingeteilt und véllige Ausfalle ver- 
merkt. Alle isolierten Stémme waren mit geringfiigigen Ausnahmen 
mehr oder weniger pathogen. So bewirkten von den gesamten Iso- 
lierungen 42% ein vollkommenes Absterben bei Kresse, 27% bei Luzerne 
und nur 14% bei WeiSkohl. Die Pathogenitét des Materials schwankte 
je nach Art der Wirtspflanze, von der es gewonnen wurde. Um das um- 
fangreiche Infektionsmaterial auf wenige Formen zu reduzieren, wurden 
die Pilze zunichst ganz grob auf Form, Gréfe und Haufigkeit der 
Fruchtkérper sowie die Wachstumsgeschwindigkeit verglichen. Dabei 
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stellten sich bei 13 stark pathogenen Pilzen auch morphologische Unter-— 
schiede heraus. Diese Pilze wurden fiir Vorversuche gebraucht. 

Die Versuche wurden nach der beschriebenen Methode in drei im Autoklaven 
11% Std lang bei 1 atii partiell sterilisierten Boden durchgefiihrt: 1. Quarzsand + 
10° Komposterde, 2. Komposterde, 3. Lehmboden vom Versuchsfeld des Instituts 
in Bonn. Um den Ergebnissen gréBere Sicherheit zu geben, wurden je 15 Pflanzchen 
in einen Topf gesetzt und die Anzahl der Tépfe in weiteren Versuchen gegeniiber den 
bisherigen verdoppelt. 

Aus diesen Versuchen wurden dann die am stirksten pathogenen 
Pythium-Stimme ausgewahlt, fiir Luzerne 3 und fiir Kresse 5 Pilz- 
stamme. Aus diesen Versuchen ging auch hervor, daB die Starke der 
Infektion auf verschiedenen Béden Unterschiede aufwies. 

Zur gréBeren Anniaherung an natiirliche Verhaltnisse wurde bei den 
folgenden Versuchen der ganze Topf infiziert, indem das Infektions- 
material in einer Tiefe von 4,5 em in den Boden gebracht wurde. Aus 
dieser Tiefe dringt das Pilzmycel in feucht gehaltenen Tépfen bei 18 
bis 20° C in einigen Tagen bis an die Erdoberfliche vor. Aus den Ver- 
suchsergebnissen ist auch hier bei Anwendung der zweiten Infektions- 
methode die schwankende Intensitaét der Infektion auf verschiedenen 
Boden zu ersehen, und zwar ergab sich der geringere Prozentsatz an 
toten Pflanzen bei allen Pilzen auf part. st. Lehmboden. Die Infektions- 
intensitaét auf Sand und Kompost wechselte und war bei allen Pilzen 
nicht konstant, aber der Prozentsatz an toten Pflanzen war auf Sand 
und Kompost bedeutend gréfer als auf Lehmboden. Auf Grund dieser 
Versuche wurden fiir die weiteren Arbeiten 2 Pythiwm-Staémme aus- 
gewahlt: Fiir Luzerne der Stamm I 6a,, fiir Kresse I 7d. 

Die Bestimmung der pathogenen Pilze wurde nach RABENHORST vor- 
genommen. Die beiden als 76a, und J 7d, bezeichneten Parasiten weisen 
die charakteristischen morphologischen Eigenschaften der Gattung 
Pythium auf. Um die beiden letztgenannten Pilze naher zu bestimmen, 
wurden 150—200 Messungen der Zygoten, der Oogonien und deren 
Wanddicke, der Konidien sowie einiger Stellen des Mycels durch- 
gefithrt und deren Keimung in der feuchten Kammer beobachtet. Beide 
Pilzestimmeninihren morphologischen Eigenschaften tiberein. Nach diesen 
gehoren die Pilze zur Untergattung Sphaereosporangium sectio Metaspor- 
angium und zu dem Typ de Baryanum. Ein deutlicher Unterschied be- 
steht aber hinsichtlich der Aggressivitit gegenitiber verschiedenen Pflanzen. 


I. Wachstum von Pythium auf verschiedenen Substraten 
und Zersetzung des Pilzmyeels. 

Da fiir die Beobachtung des Pilzmycels im Boden keine der bisher 
bekannten Methoden zum Ziele fiihrte, wurde zur Ermittlung der 
Wachstumsgeschwindigkeit des Pythiwmmycels im Boden ein besonderes 
Verfahren ausgearbeitet; denn weder die direkte Beobachtungsmethode 
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von Kuprena (1941) noch die Wuchsplattenmethode nach CHoLopNY 
(1930, 1934), selbst in ihrer Erweiterung von BLatr-WINTER (1947), die 
noch am ehesten geeignet zu sein schien, waren fiir Pythium brauchbar. 
Zwar wurde bei unseren Versuchen mit part. steril. Boden gearbeitet, 
bei denen die biotischen Faktoren weitgehend ausgeschaltet sind, so da 
die Frage offen blieb, inwieweit die aus diesen Ergebnissen gewonnenen 
Erkenntnisse auf natiirliche Béden iibertragbar sind. Man kénnte aber 
hoffen, da® hiertiber die Untersuchungen der Beziehungen zwischen 
Infektionsstiirke und Bodenverhaltnissen Auf- 
klarung geben wiirden, da®B also méglicher- 
weise Korrelationen zwischen der Wachstums- 
geschwindigkeit in sterilisierten B6den und der 
Infektionsstairke in natiirlichen Bodden unter 
sonst gleichen Umstinden auftreten wiirden. 


1. Die angewendete Methode. 

Mit einer sterilen Pipette fiillt man 2 cm? CzaPEK- 
Agar in sterile Reagensglaser, die so aufgestellt werden, 
- daB der fliissige Agar bei flacher Lagerung des Glases 
die Wand von einem Ende zum anderen bedeckt. 

Der fiir das Experiment vorgesehene Boden wird vor- 
her 1144 Std im Autoklaven bei 1 atii erhitzt oder 2 Std 
im Dampftopf bei 98° C. In die Mitte der Perri-Schale, 
in welcher der Pilz auf Haferagar kultiviert worden ist, 
wird ein mit CzapreK-Agar, wie oben beschrieben, be- 
schicktes Reagensglas und auf die offene Schale ein Glas- 
zylinder von etwa 20 cm Hohe und dem gleichen Durch- 


BR 


messer wie die Prrri-Schale gestellt (Abb. 1). Die Hohe ADDIE Dee Durenaechaen. 
des Zylinders muB die des Reagensglases tibertreffen. yon Pythiwm durch eine 
Auf das Mycel wird eine Erdschicht von bestimmter Bodenschicht von 4 cm. 


Hohe geschiittet. Darauf kommen vier in der oben be- 
schriebenen Weise mit CzapEK-Agar beschickte Reagensglaser, die durch eine weitere 
Erdaufschiittung von 2—3 cm vor dem Umfallen geschtitzt werden. Die Feuchtigkeit 
dieser Schicht soll mit der der unteren Bodenschicht tibereinstimmen, damit der 
Pilz dort nicht besondere Wachstumsbedingungen vorfindet. SchlieBlich wird der 
Zylinder mit dem Deckel der Perri-Schale zugedeckt. Das Mycel in dem mittleren 
Reagensglas, das direkt auf den Agar gesetzt wurde, ist rasch von dem Pilz be- 
wachsen. Das Sichtbarwerden des gut kenntlichen Pythiwmmycels in den anderen 
Reagensglasern zeigt an, dafs der Pilz durch die Bodenschicht gewachsen ist. 
Mit Hilfe dieser Methode wurde der HinfluB verschiedener Boden, Boden- 
schichten, Nahrbéden und anderer Faktoren auf die Wachstumsgeschwindigkeit 


von Pythium untersucht. 
2. Der Einfluf des Bodens bzw. des kiinstlichen Substrats auf 
die Wachstumsgeschwindigkeit. 
a) Der Hinflu8 der Dicke der Erdschicht bei verschiedenen 
Bodenarten. 


Lehmboden, Komposterde und Sand (Rheinsand), wurden durch ein 3 mm-Sieb 
gesiebt, in Tontdpfen 2 Std im Dampftopf bei 98° C erhitzt und mit sterilem dest. 
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Wasser bis zu 50% der maximalen Wasserkapazitaét angefeuchtet. Jede Versuchs- 
reihe wurde viermal wiederholt (4 Reagensgliser auf der zu untersuchenden Boden- _ 
schicht jedes Zylinders, ein Reagensglas auf der Pythiwm-Agarkultur). Um fest- | 
zustellen, ob sich nicht aus dem partiell steril. Boden wahrend der Versuchszeit 
irgendwelche anderen Pilze entwickelten, wurde mit jeder Bodenart ein Blindver- 
such angestellt. Spiter fanden sich bei einigen von ihnen Pilze der Gruppe Pent- 
cilliwm oder Mucor. 

Versuchsdaten: Pythiumstamm I 6a,, 6 Tage alte Kultur mit gut entwickeltem 
Luftmvcel. Starke der Bodenschicht: 1, 3, 5, 7em, Temperatur 18—20° C. px- 
Wert des Bodens: Lehm 6,9; Kompost 7,0; Sand 6,4. Gewertet wurden nur die 
Glaser, in denen Pythium ohne Fremdinfektion festgestellt worden war. Die Ergeb- 
nisse bringt Tab. 1. 


Tabelle 1. HinfluB von Bodenart und Schichtdicke auf die Wachstumsgeschwindigkeit 
von Pythium (in mm/Std). 


Bodenart / Schichtdicke | 1 cm 3 cm | 5 cm 7 cm 

Sand. .... . .| 0,41 + 0,024 | 0,72 + 0,072 | 0,67 + 0,003 | 0,40 + 0,003 
Lehm ..... .| 0,45-+0,014 | 0,64 + 0,032 | 0,55 + 0,014 | 0,35 + 0,000 
Kompost . . . . .| 0,45 + 0,017 | 0,47 + 0,012 | 0,60 + 0,017 | 0,41 + 0,000 


Wie die Zahlen zeigen, ist die Wachstumsgeschwindigkeit bei einer 
Dicke der Erdschicht von 1 cm praktisch fiir alle Boden gleich. Die 
gréBten Unterschiede treten bei den 3 und 5 cm dicken Bodenschichten 
auf, wihrend bei einer Dicke von 7 cm wieder eine Angleichung eintritt. 
Die weitere Analysierung der Zahlen ergibt erstens, daf die Schicht- 
dicke, in welcher der Pilz seine maximale Wachstumsgeschwindigkeit 
erreicht, von der Bodenart abhaingt. Im Sand und Lehmboden betragt 
sie 3 cm, in Kompostboden 5 em. Ferner ist zu ersehen, daB die iiber- 
haupt gr6Bte Geschwindigkeit auf Sandbéden in der 3—5 em dicken 
Schicht erzielt wird. Das ist vielleicht so zu erkliren, daf die Eigenart 
der Boden bei 1 cm starken Erdschichten fiir das Wachstum des Pilzes 
noch verhaltnismaBig wenig zur Geltung kommt. Bei der Dicke einer 
Erdschicht von 3—5 cm werden aber die physikalisch-chemischen und 
die biologischen Eigenschaften des Bodens eher Gelegenheit haben, die 
Entwicklung des Pilzes zu beeinflussen. Es scheint also, daB der Pilz all- 
miihlich seinen engen Kontakt mit dem Nihrsubstrat der Ausgangs- 
kultur verliert und nun von der Bodenschicht allein abhingig wird. 
Auch die Zersetzung des Pilzmycels wird fiir die Wachstumsgeschwin- 
digkeit von Bedeutung sein. Vor allem diirfen wir nicht vergessen, daf 
die Bodenschicht von 7 em fiir Pythium schon von erheblicher Starke 
ist und allein durch ihre physikalischen Eigenschaften die Wachstums- 
geschwindigkeit beeinflussen kann. 


b) Der EinfluB des kiinstlichen Nahrbodens der Ausgangskultur. 

Um den Einflu8 des Anzuchtnaihrbodens auf die Wachstumsgeschwindigkeit des 
Pilzes beim Durchdringen des Erdbodens festzustellen, wurden Versuche mit ver- 
schiedenen kiinstlichen Nahrbéden und denselben 3 natiirlichen part. st. Boden durch- 
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gefiihrt, bei letzteren mit einer Schichtdicke von 4 cm. Dabei wurden als Nahrbéden 
1. Haferflockenagar, 2. Czappx-Agar, 3. Kirschsaftagar verwendet. Um eine kleine 
Nahrbodenmenge in den Boden zu bringen, wurde je Peret-Schale nur jeweils 
12 em? gegeben. 

Auf diesen Nahrbéden wurde der Pythiuwm-Stamm I 6a,, 7 Tage lang gehalten; 
zum Vergleich diente ein Wachstumsversuch ohne Nahrboden mit Myceldecken aus 
Flissigkeitskulturen. Diese Kulturen wurden auf 100 em? Knopscher Losung mit 
1% Saccharosezusatz in 250 cm? fassenden Stehkolben herangezogen. Nach einer 
Wachstumszeit von 14 Tagen wurden die Myceldecken aus der Nahrlésung heraus- 
genommen, mit dest. Wasser ausgespiilt, zerschnitten und je Prrri-Schale eine 
Myceldecke gleichmaSig ausgebreitet, als Boden wurde nur Sand verwendet. Die 
Ergebnisse finden sich in Tab. 2. 


Tabelle 2. Hinfluk des Anzuchtnahrbodens auf die Wachstumsgeschwindigheit von 
Pythium (mm/Std) in part. steril. Boden. 


Boden | Nihrbsden | SMUD | Cuapen-agar |  <itschsaft- ieee 
‘SEERA le leans ral ee 0,66 + 0,032 | 0,83 + 0,060 | 0,87 + 0,042 | 0,55 + 0,020 
EOD sane esi hbs) <b) s 0,50 + 0,017 | 0,54 + 0,024 | 0,48 + 0,019 — 

BEICOMPORE 0.5 0.0» 0,57 + 0,035 | 0,56 -- 0,062 | 0,55 + 0,014 = 


Die Wachstumsgeschwindigkeit des Mycels spiegelt also in Sand be- 
deutend starker den Hinflu8 des kiinstlichen Nahrbodens wieder als in 
Lehm und Kompost. Daraus ist ‘zu schlieBen, da8 Lehm und Kompost 
ihre spezifischen Hinfliisse geltend machen und manche wachstums- 
fordernde Eigenschaft des Ausgangskulturbodens einschrainken kénnen. 


c) Die Zersetzung des Pilzmycels an der Luft, im Boden und 
in waBrigen Bodenauszigen. 


Die Ausbreitung eines pathogenen Pilzes und damit die Infektions- 
gefahr fiir seine Wirtspflanze hingt nicht nur von der Wachstums- 
geschwindigkeit, sondern auch von dem Ausma8 ab, mit dem das ge- 
bildete Mycel durch autolytische Vorgiinge oder die iibrigen Boden- 
organismen zersetzt wird. Die Menge des im Boden vorhandenen Mycels 
und damit seine Verseuchung hingt ja von der Neubildung und dem 
Zerfall des neugebildeten Mycels ab. Um also die Okologie eines para- 
sitaren Pilzes in Abwesenheit seiner Wirtspflanze, also seiner sapro- 
phytischen Phase zu kennen, miissen uns beide Vorginge quantitativ 
bekannt sein. 

Wenn wir uns vorher mit der Messung der Wachstumsgeschwindig- 
keit des Pythiummycels in sterilisierten Boden begniigen muBten, so 
sollte dieser Mangel durch eine genauere Beobachtung der Zersetzungs- 
geschwindigkeit in natiirlichem Boden ausgeglichen werden. Nun ist es 
rein methodisch nicht zu vermeiden, daB man, um klare Ergebnisse zu 
bekommen, Mycelmengen in den Boden hineinbringen muB, die un- 
verhaltnismaBig gréBer sind, als wir sie unter normalen Verhaltnissen 
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erwarten diirfen. Vor allen Dingen miissen wir, wenn, wie es hier ge- 
schah, das Mycel nicht in Form parasitierten Pflanzengewebes, sondern — 
in reiner Form in den Boden gebracht wird, in Rechnung ziehen, daf die 
Zersetzungsverhiltnisse wiederum von den natiirlichen Bedingungen 
erheblich abweichen. 


Die Menge der Mikroorganismen im Boden hangt, wie bekannt, von 
einer ganzen Reihe von Faktoren ab. Bringt man nun eine gréBere 
Menge lebender organischer Substanz, die unter vollig anderen Be- 
dingungen herangezogen wurde, in den Boden, so wird dadurch das 
bestehende biologische Gleichgewicht ganz erheblich verandert (ZrE- 
MIECKA 1934/35). Es werden sich insbesondere die fiir den Abbau von 
Pythiummycel besonders geeigneten Gruppen von Mikroorganismen 
intensiv vermehren. Die Pythiwmarten enthalten nach THomas (1942) 
Chitin und Cellulose, weshalb es scheint, da man es hier zunachst 
mit einer Cellulose und Chitin zerstérenden Flora zu tun hat. Aller- 
dings miissen wir die Einschrinkung machen, da die Zersetzung 
je nach der Form und Menge des eingebrachten Mycels schwanken kann. 
Zur Untersuchung der Zersetzung des Pilzmycels im fertilen Boden und 
in der Luft diente folgende Versuchsanordnung: 

Stehkolben von 250 cm? Rauminhalt wurden mit 100 cm* Knorpscher Lésung 
gefiillt, im Autoklaven sterilisiert, danach mit einem kleinen Luftmycelstiick von 
Pythium I 6a, beimpft und bei einer Temperatur von 18° C 14 Tage lang im Dunkeln 
aufgestellt. Nach dieser Zeit wurden die Myceldecken aus der Fliissigkeit genommen, 
1 Std in kaltes, steriles Wasser gebracht und dann ein Teil im Trockenschrank bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet, der andere Teil zwischen zwei sterile Filter- 


papierscheiben, nur wenig gré8er als die Myceldecke, gelegt und in PETrRi-Schalen 
gebracht. Danach wurde folgendermafen verfahren: 


Die Myceldecken der ersten Versuchs-Gruppe wurden nur der Lufteinwirkung aus- 
gesetzt; die Myceldecken der zweiten Gruppe wurden mit unbehandeltem, durch ein 
3 mm-Sieb gesiebtem Sand, Lehm oder Kompost bedeckt. Die B6den wurden mit 
dest. Wasser bis zu 409 der vollen Wasserkapazitit angefeuchtet. Nach einem 
Zeitraum von 14 Tagen wurde die Erde aus den Schalen geschiittet, das Filterpapier 
mit dem Mycel herausgenommen und sorgfaltig vom anhaftenden Boden gereinigt. 
Darauf wurden die Reste des Mycels zwischen den Filterscheiben bloBgelegt. 


In allen Boden war das Mycel veriindert und in seinem Umfang ver- 
mindert. Die glatten Rainder waren ausgefranst, die Masse selbst durch- 
léchert. Nach dem Ablésen von der Unterlage zeigten sich auf der Unter- 


seite kleine rostartige Flecken. Die mikroskopische Untersuchung ergab 
folgendes : 


Sandboden: Die Hyphen sind bis auf kleine Stiicke zersetzt. Zwischen den Resten 
finden sich septierte Pilzhyphen und eine reichhaltige Kokken- und Mikrokokken- 
flora, — Lehmboden: Die Pilzdecke ist stark zersetzt, so daB auf dem Filterpapier nur 
noch einzelne Inseln anzutreffen sind. Filterpapier und Myceldecke sind teilweise 
braunlich-gelb gefarbt. Das Mycel erscheint im Mikroskop erheblich starker zersetzt 
als im Sandboden. Stellenweise findet man Oosporen von Pythium. Das Mycel und 
der Boden in seiner Umgebung riechen nach Ammoniak. — Kompostboden: Es ist 
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leichter Bodengeruch wahrnehmbar. Das Mycel ist sehr stark zersetzt, doch weniger 
als im Lehmboden. Auf dem Filterpapier sind stellenweise kleine graue bis braunlich- 
gelbe Flecken vorhanden. — Das unter Lufteinwirkung gehaltene Mycel glanzt bei 
mikroskopischer Betrachtung, hat eine schleimige Oberflache und weist Trimety]- 
amingeruch auf. Kolonien fremder Pilze sind nicht zu bemerken. Im Mikroskop 
zeigt sich, daB das Mycel reichlich mit Bakterien bedeckt ist. 


Die Mycelien wurden nunmehr mit Hilfe eines Skalpells sorgfiltig 
vom Filterpapier losgelést, auf frisches, vorher getrocknetes und ge- 
wogenes Filterpapier gebracht und im Trockenschrank bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknet (s. Tab. 3). 


Tabelle 3. Zersetzung der Myceldecken in Luft und unsterilen Boden, gemessen am 
Trockengewicht (40% der vollen Wasserkapazitét) in 14 Tagen bei 20°C. 


Trockengewicht Trockengewicht der zersetzten Myceldecken 
der unzersetzten Mycel- 
decke in mg in Luft | Sandboden | Lehmboden | Komposterde 
2390+23 | 148436 | 81450 | Spurent | 28+41,0 


Ks ist also der Zersetzungsgrad in Lehm- und danach in Kompost- 
. boden am héchsten, an der Luft am niedrigsten. 

Zu klaéren blieb die Wirkung folgender AuBenfaktoren: des zeitlichen 
Verlaufs der Zersetzung und des Hinflusses der Bodenfeuchtigkeit in 
part. steril. und in fertilen Boden, sowie in nicht entkeimten waBrigen 
Bodenausziigen. 


Diese Versuche wurden in 5 Wiederholungen durchgefitihrt. Verwendet wurde 
eine Kultur von Pythiwm I 6a,, die wie oben in 100 cm® Knopscher Nahrlosung in 
Stehkolben von 250 cm’ 14 Tage lang herangezogen worden war. Es wurden die 
gleichen Béden wie beim ersten Versuch benutzt (Sand, Lehm, Kompost), im 
Schatten fein ausgebreitet und getrocknet, danach im Dampftopf 1 Std bei 98° C 
erhitzt und bis 80% der vollen Wasserkapazitat mit dest. Wasser angefeuchtet. 
Ahnlich wurde auch, von der Hitzebehandlung abgesehen, mit den fertilen Boden 
verfahren. 

Den folgenden Versuchen wurde hohe Bodenfeuchtigkeit (80%) zu- 
grunde gelegt. Im iibrigen war die Anordnung die gleiche wie vordem. 
Die Versuchsdauer betrug 7 und 14 Tage. Im nachsten Versuch wurde 
fertiler Boden vom gleichen hohen Wassergehalt und im 3. Versuch 
fertiler Boden in lufttrockenem Zustand verwendet; die Bodenmikroben 
waren hier also hauptsdchlich nur auf die Feuchtigkeit angewiesen, 
welche der Boden der Myceldecke entzogen hatte. Das Ergebnis ist in 
Tab. 4 und Abb. 2 dargestellt. 

Man sieht, daB in allen Fallen, von der Einwirkung des lufttrockenen 
Bodens abgesehen, die Tendenz zur Zersetzung im Lehmboden stirker 
ist als im Sandboden. Lufttrockene Béden und Béden mit 40% bzw. 
80% Wassergehalt unterscheiden sich beziiglich ihres Kinflusses auf die 


1 Mit Spuren sind Mycelreste bezeichnet, die nicht mehr vom Filterpapier gelést 
werden konnten. 
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Tabelle 4. Zersetzung der Myceldecken in unsterilen Boden (lufttrocken) 
in 7 und 14 Tagen bei 20° C. 


Trockengewicht Trockengewicht der zersetzten Myceldecken in mg 
der unzersetzten : 
Myceldecke in mg Sandboden | Lehmboden Komposterde 
91 + 4,2 nach 7 Tagen 


232 +. 2,0 138 + 1,4 | 143 + 1,4 


| 38413 | 129436 | 2441,6 | nach14Tagen 


| 
| 
| 


Zersetzung des Pilzmycels grundsiitzlich. In lufttrockenem Boden ist 
die Zersetzung der Myceldecke im Lehm am geringsten, bei 40% und 
80% Wassergehalt ist das Gegenteil der Fall. In allen Béden und unter 
allen Bedingungen ist die Zersetzung der Myceldecke in 14 Tagen groBer 


(unsteril.) "(part steril) (unsterit.) 
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Abb. 2. Zersetzung von Pythiuwm-Mycel in Béden (Prozent des urspriinglichen Trockengewichtes 
von 232 mg). 

als in 7 Tagen, aber in dieser Zwischenzeit von 7—14 Tagen ist die Zer- 
setzung unter gleichen Voraussetzungen nicht gleich. Bei einem Wasser- 
gehalt des unsteril. Sandes von 80% ergibt diese zeitliche Differenz 
keinen grofen Unterschied, dagegen ist die Piladecke in Kompost und 
Lehm vollstindig zersetzt. 

Auch in lufttrockenem Lehm und Kompost ist die Zersetzung in den 
ersten 7 Tagen gréBer als in den folgenden 7 Tagen. 

In part. steril. Boden, d.h. bei Abwesenheit merklicher Mengen von 
Bodenmikroben, erfolgt unter sonst gleichen Bedingungen die Zer- 
setzung langsamer als in unsteril. Boden mit normalem Mikrobengehalt 
(Ausnahme Sand, in 14 Tagen). Dabei ist die Zersetzung in Sandboden 
zwischen dem 7. und 14. Tage stirker als in Kompost und Lehm. In 
unsterilen Béden liegen die Verhiltnisse umgekehrt. 
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Aus dem Gesagten geht deutlich hervor, da8 den Bodenmikroben bei 
der Zersetzung des Pilzmycels eine wichtige Rolle zukommt. 


Das spezifische Verhalten des Bodentyps wurde durch waBrige Bodenausziige 
bestatigt. Je 300 em von jedem dieser Boden wurde in Ertenmeyer-Kolben 
von 11 Inhalt gebracht, mit 600 cm aqua dest. iibergossen und wahrend 3 Std 
wiederholt gut durchgeschiittelt, darauf mehrfach durch Serrzsche Klarschichten 
filtriert, bis sich eine geniigend klare Fliissigkeit ergab. Der Pilz wurde vorher 
12 Tage in Knorscher Lésung geziichtet, dann ebenso wie bei friiheren Versuchen 
herausgenommen und | Std in steriles aqua dest. gebracht, ein Teil im Trocken- 
schrank bis zum konstanten Gewicht getrocknet, der andere Teil in Stehkolben von 
250 cm? Inhalt gebracht, die mit 100 cm? der entsprechenden waBrigen Bodenaus- 
ziige gefiillt waren. Vor dem Versuch und auch nachher wurde der pq-Wert der 
Bodenausziige bestimmt. Die Versuchsdauer betrug 30 Tage. Die Ergebnisse findet 
man in Tab. 5. 


Tabelle 5. Zersetzung der Pilzdecken in wiBrigen unsterilen Bodenausziigen. 


Auszug vor 6,0 | Auszug vor 7,0 Auszug vor 7.0 
Trockengewicht | ®US PH gue PH aus PH 
Pe ctrten | Sand nach 6,0 Lehm nach7,0 | Kompost ee a0 
Myceldecke } Trockengewicht der zersetzten Myceldecken 
| Gewicht in mg 
189.i1,3 | ey a | Be eo ee tp Meet ead 


d) Die Wirkung wa8riger Bodenausziige auf das 
Wachstum von Pythium. 


Die Erforschung dieser Frage bei anderen Mikroorganismen (Ophio- 
bolus gram.), hat schon positive Ergebnisse gezeitigt. Uber die Natur 
dieses antagonistischen, das Wachstum hemmenden Agens, bestehen 
jedoch verschiedene Ansichten. 


SANDFORD und Broaproor (1931) meinen, daB der Antagonismus des Bodens 
gegen Ophiobolus graminis auf eine Ausscheidung von Stoffwechselprodukten 
zuruckzuftihren ist, die das Wachstum des Pilzes beeinflussen. Kbenso neigt 
WaxksmMan (1937) zu der Ansicht, daB die antagonistischen Erscheinungen von 
toxischen Stoffen herriihren, die von Mikroorganismen erzeugt werden. Dagegen 
glaubt Garrerr (1936), daB die Ophiobolus hemmende Wirkung des Bodens von 
dem CO,-Gehalt der Bodenluft abhangt. WinTER hat (1942) mit keimfrei gemach- 
ten wiBrigen Bodenausziigen von Kompost festgestellt, daB durch nicht erhitzte 
Bodenausziige die Laufhyphenentwicklung von Ophiobolus graminis gehemmt wird, 
und zwar um so stirker, je konzentrierter der Auszug ist. Dagegen war in erhitzten 
Bodenausziigen eine Steigerung der Laufhyphenentwicklung zu beobachten. 


In den folgenden Versuchen sollte zuerst festgestellt werden, ob die 
gleichen Erscheinungen auch bei Pythiwm zu beobachten sind. 


Fiir die Versuche waren Fliissigkeitskulturen auf Knopscher Nahrlésung vor- 
gesehen. Stehkolben von 250 cm? wurden mit je 100 cm® vorbereiteter Flissigkeit 
gefiillt, und zwar in folgender Konzentration: 1. Knor 100%; 2. Kwor 95% + 5% 
Bodenfiltrat; 3. Knor 90% + 10% Bodenfiltrat; 4. Knop 85% + 15% Boden- 
filtrat; 5. Knor 80% + 20% Bodenfiltrat. Um bei Verminderung der Knorschen 
Lisung einen Einflu8 der Nahrstoffe auszuschlieBen, wurde ihre Konzentration 
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entsprechend erhéht. Die Menge der in den Bodenausziigen vorhandenen Nahr- 

: nicht beriicksichtigt. 
pat cae com Versuch ici Lehm vom Versuchsfeld (einer 5 cm dicken Schicht — 
von der Ackerfurche) gewahlt. Die gréberen Bestandteile wurden durch ein 3 mm- 
Sieb entfernt, der Boden in Srronmannsche Schiittelflaschen bis zur Halfte des 
Behalters gefiillt und mit 220 cm® dest. Wasser iibergossen, so daB der Wasser- 
spiegel sich 2 cm tiber dem Boden befand. Dann wurden die Flaschen im Schiittel- 
apparat 1 Std geschiittelt; der auf diese Weise erhaltene Extrakt wurde zunachst 
durch ein Papierfilter und danach mehrfach durch Srrrzsche Klarschichten filtriert 
und erst nachdem die Fliissigkeit gut durchsichtig war, durch EK-Schichten filtriert. 
Ein Teil der gefiillten Kolben wurde danach noch einmal im Autoklaven 30 min bei 
1 atii erhitzt, um festzustellen, wie diese Erhitzung der Fliissigkeit sich auf das 
Wachstum von Pythiwm auswirken wiirde. 

Wie bereits erwaihnt, wurde in jeder Versuchsserie, sowohl bei den erhitzten als 
bei den nicht erhitzten Extrakten, mit 4 Konzentrationen in 8 facher Wiederholung 
gearbeitet. Bereits bei einigen Vorversuchen zeigte sich, daB der durch die Serrz schen 
EK-Schichten filtrierte Lehmbodenauszug bei stairkerer Zugabe nach einigen 
Tagen die Knorsche Lésung triibte, was auf die Anwesenheit von Bakterien 
schlieBen lie’. Um ein durch diese stérenden Erscheinungen hervorgerufenes 
Zerfallsergebnis nach Moglichkeit auszuschlieBen, wurde die sonst tibliche 4 fache 
Anzahl der Wiederholungen auf 8 erhéht. Danach kénnen die mit dem EK-Filter 
erzielten Ergebnisse nicht véllig befriedigen, denn von allen Konzentrationen, 
angefangen mit der 2. (+ 10cm Filtrat), hielten sich die Inhalte nur weniger 
Kolben klar. Die im Autoklaven erhitzten Lésungen blieben hingegen alle klar, und 
das Mycel war durchgehend gut entwickelt. Der Versuch dauerte 15 Tage. 


Von dem aus dem Kolben gewonnenen Mycel wurde die Trocken- 
substanz bestimmt. Die Ergebnisse finden sich in Tab. 6. 


Tabelle 6. Hinwirkung eines wiprigen Bodenauszuges aus Lehmboden auf das 
Pilzwachstum in Knorscher Néhrlésung. 


| Trockengewicht der Myceldecke in mg. 


Behandlung des | Zur Knoprschen Nahrlisung Zusatz eines Bodenauszuges von 
Bodenauszuges , 
. | 0% 5% | 10% | 15% 20 % 
Durch EK filtriert. . . | 275 + 1,3 | 217 225 144 | 92 
(30 min 1 atti). 275 + 1,3 291 + 1,9 | 281 + 2,2 | 287 + 1,2 | 318 + 2.3 


Bei den nicht erhitzten Bodenausziigen ist eine deutliche Hemmung | 
des Pilzwachstums festzustellen, die mit steigender Bodenextrakt- 
konzentration zunimmt. In den erhitzten Ausziigen liegen die Verhilt- 
nisse umgekehrt. In den Lésungen mit starkerem Extraktzusatz nimmt 
das Gewicht des Pilzes zu, bei einem Zusatz von 20 % hat es sich schon 
um 15,6%, gegeniiber dem Gewicht des in einer _Knopschen Losung 
gezogenen Mycels erhoht. 


Aus den Ergebnissen dieses Versuches liBt sich schlieBen, da8 durch 
die Erhitzung der Bodenausziige Hemmungsstoffe vernichtet werden. 
Die Einwirkung der reinen waBrigen Bodenausziige auf das Wachstum 
von Pythium stellt allerdings einen extremen Sonderfall dar, der im 
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Boden nicht vorkommt. Darum wurde anschlieBend auch dag Mycel- 
wachstum auf einem festen Substrat (CzapEK-Agarnihrboden) an Stelle 
des fliissigen Mediums gepriift. 

In dieser Versuchsreihe wurden Ausziige aus drei Biden benutzt: Sand, Lehm 
und Kompost und in derselben Weise wie vorher bereitet. CzareK-Nahrboden 
unterscheidet sich in seiner Zusammensetzung sehr wenig von jener der KNorschen 
Lésung, lediglich die Mengen der Nahrsalze sind anders. Zum CzareK-Nahrboden 
wurden die wie beim vorigen Versuch vorbereiteten Extrakte in folgenden Mengen 
beigefiigt: 1. 100% CzaprK-Agar; 2. 90% Czarex-Agar + 10% Filtrat; 3. 80% 
CzapeK-Agar + 20% Filtrat; 4. 70% Czapex-Agar + 30% Filtrat; 5. 60% CzaprK- 
Agar + 40% Filtrat; 6. 50% Czapex-Agar + 50% Filtrat. Bei Filtratzusatz wurden 
die Nahrstoffe des Nahrbodens entsprechend vermehrt. 


Die Nahrbéden wurden im Autoklaven sterilisiert, auf ungefahr 70° C abgekiihlt 
und, um ein vorzeitiges Festwerden zu verhindern, im Wasserbad auf dieser 
Temperatur gehalten. Dann wurden die entsprechenden- Mengen Extrakt hinzu- 
geftigt, die pq-Werte bestimmt und alle Nahrbéden durch Zugabe von NaOH auf 
gleichen py-Wert (6,1) gebracht. Mit Hilfe einer sterilen Pipette wurden je 15 cm? in 
gleich groBe Prrri-Schalen abgefiillt und diese nach dem Erkalten dann mit 
Pythium beimpft. Fiir jede Gruppe wurden die Versuche mit 4 Wiederholungen, bei 
der Kontrolle ohne Filtratzusatz mit 6 Wiederholungen angesetzt. 

Die Ergebnisse zeigen, da8 kein groBer Unterschied zwischen dem 
Wachstum aufnormalem und mit Filtrat versetztem CzAPEK- Agar besteht. 
Am starksten reagiert der Pilz auf einen Zusatz von Sandbodenauszug, 
danach folgt der Auszug aus Lehm und Kompostboden. Kin Unter- 
schied zwischen erhitztem und nicht erhitztem Filtrat macht sich am 
stirksten beim Sandbodenfiltrat bemerkbar, das nicht erhitzt starker 
hemmend wirkt als nach Erhitzung. Beim Lehmbodenfiltrat bestehen 
praktisch keine Unterschiede. Nach Erhitzung zeigen sich nur kleine 
Schwankungen mit unbestimmter Tendenz. Beim Kompostauszug zeigen 
sich praktisch ebenfalls keine Unterschiede. 

Die Ergebnisse in Lésungen und auf Agar scheinen sich also zu wider- 
sprechen. Doch zeigte sich bei einem der spateren Versuche mit Zugabe 
von CuSO, zur Knopschen Lésung und zum CzapeK-Agar, daB der Pilz 
schon bei einem ganz geringen Zusatz von CuSO, zu der Knopschen 
Lésung iiberhaupt nicht wuchs, wihrend er sich auf CzapEK-Agar bei 
einer viel groBeren Dosis noch gut entwickelte. Es scheint, da die 
kolloidale Substanz des Agars imstande ist, die Einwirkung verschie- 
dener Stoffe erheblich zu verdindern. Aus diesen Versuchsergebnissen 
kann man also nicht ohne weiteres schlieBen, dai diese Erscheinungen 
im Boden unter natiirlichen Verhaltnissen ebenso verlaufen. Es hat den 
Anschein, daB die Bedingungen auf Agar-Nihrbéden fiir den Pilz 
giinstiger sind als in der fliissigen Nahrlésung und im Boden. 


Wir miissen allerdings zugeben, da der kolloidale Zustand des Agarnahrbodens 
auch einen Sonderfall darstellt, aber die beiden Versuche zeigen erstens die groBen 
Schwierigkeiten, mit welchen das ganze Problem der Entwicklung eines boden- 
bewohnenden Pilzes in natiirlichen Verhaltnissen zu erforschen ist. Zweitens zeigt 
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der letzte Versuch auf festem Substrat, daB der kolloidale Zustand des Mediums eine 
sehr erhebliche Rolle bei der Entwicklung des Pilzes spielen kann. 
AbschlieBend kénnen wir die anfangs in diesem Kapitel angeschnittene — 

Frage nach dem Einflu8 verschiedener Boden auf die Wachstumsge- 
schwindigkeit und die Zersetzung des Pilzmycels bei Pythiwm bejahend 
beantworten. Die Wachstumshemmungs- und Zersetzungserscheinungen 
sind besonders stark in Lehm und in Komposterde vorhanden. Bei diesen 
Versuchen ist ein korrelatives Verhaltnis zwischen Wachstumsgesch win- 
digkeit und Zersetzung des Pilzes in denselben part. ster. und fertilen 
Béden nicht zu vermeiden. Aber auch hier kénnen die AuSenfaktoren 
ganz pragnant in Erscheinung treten und das Ergebnis wesentlich andern. 


IV. Die Infektion mit Pythium an Luzerne und Kresse 
auf verschiedenen Béden. 


Nach den Ergebnissen der vorangehenden Versuche hat der Boden 
auf das Wachstum von Pythium einen groBen EinfluB, der sich auf die 
Aggressivitat des Pilzes auswirken und somit sich auch in der Starke der 
Infektion anfalliger Wirtspflanzen widerspiegeln kann. 

Allgemein nennt man fiir Pythiwm als Infektionsbedingungen, soweit 
sie den Boden betreffen, hohe Warme, hohen Feuchtigkeitsgehalt, 
schlechte Durchliiftung und ungeniigende Lichtverhaltnisse. Der Typ 
des Bodens soll angeblich als selbstindiger Faktor ohne Bedeutung 
sein. So kommt bei den Riiben der Bodenart nach RizrHms Zusammen- 
fassung in SorAvERs Handbuch der Pflanzenkrankheiten (Bd. II, 
8.375) keine Bedeutung zu. Auf Grund des ablehnenden Urteils iiber 
den Einflu8 des Bodens bei Rrexm sollte man annehmen, da ebenso 
wie bei den Riiben auch bei anderen von Pythiwm befallenen Pflanzen 
die Bodenbeschaffenheit keine besondere Rolle spielt. Doch schon in 
den Vorversuchen wurde beobachtet, da die Infektion nicht in allen 
Béden in der gleichen Weise vonstatten ging. Wir wandten daher unsere 
besondere Aufmerksamkeit den Infektionsversuchen mit verschiedenen 
Béden und unter verschiedenen fiuBeren Bedingungen zu. 


1. EKinflup von Bodenart und Bodenvorbehandlung 
(partielle Hitzesterilisation). 

Ks wurden dieselben 3 Béden verwendet wie schon bei den Vorversuchen: Lehm, 
Sand, Kompost, und zwar sowohl im natiirlichen als auch im partiell sterilisierten 
Zustand (2 Std bei 98° C im Dampftopf). Der Wassergehalt betrug bei allen Boden 
gleichmaBig 60—65% der vollen Wasserkapazitat. In jeden Topf wurden nach der 
friiher beschriebenen Methode 20 vorgekeimte Luzernesamen gepflanzt, nachdem 
der Boden vorher mit Pythium I 6a, infiziert worden war, das 7 Tage auf Hafer- 
flockenagar in Prrrt-Schalen kultiviert war. In jeden Topf wurde das gesamte Mycel 
einer Prrrt-Schale gebracht und nach vorheriger Zerteilung in kleine Stiicke bis 
4 cm tief im Boden verteilt. Die Versuchstemperatur betrug 20° C, die Versuchs- 
dauer 20 Tage. Nach Beendigung des Versuchs wurden die iibriggebliebenen 
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Pflanzen in jedem Topf gezahlt, ihre oberirdischen Teile abgeschnitten und bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Der Versuch fand in 4 Wiederholungen statt. Der 
zweite Versuch wurde unter gleichen Bedingungen mit Gartenkresse durchgefiihrt. 
Zur Infektion wurde Pythiwm I 7d, von einer 8 Tage alten Kultur verwendet. 

Die Versuchsergebnisse entsprachen den Erwartungen und zeigen, 
da die Infektionsstirke den gleichen Einfliissen unterliegt wie das 
Mycelwachstum im Boden. Von einer Wiedergabe des gewonnenen 
Zahlenmaterials ist daher abgesehen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Die Infektionsintensitat 
hangt sowohl in part. steril. als auch in natiirlichen (d. h. nicht steril.) 
Boden mit der Bodenart zusammen. Sie ist.am geringsten im Lehm- 
boden. Befindet sich dieser im natiirlichen Zustand, so ist sie praktisch 
gleich 0. Sie ist in natiirlichen Béden geringer als nach part. Sterili- 
sation. Die Trockenmasse der Pflanzen, umgerechnet auf einen Topf, ist 
bei Anwesenheit von Pythiwm geringer als die Trockenmasse der Pflan- 
zen des Kontrolltopfes, abgesehen von dem Versuch mit natiirlichem 
Lehmboden, wo keine merklichen Infektionsschaiden auftraten. Das 
gleiche gilt nicht, wenn man das Gewicht der Trockenmasse fiir je 

‘100 Pflanzen errechnet; in diesem Fall wird der entsprechende Wert fiir 
die Kontrollpflanzen manchmal erreicht oder sogar iiberschritten. Die 
groBere Masse weist darauf hin, daB die einzelnen Pflanzen in manchen 
Fallen besser entwickelt waren. Das erscheint verstindlich, da die An- 
zahl der Pflanzen in diesen Tépfen geringer und ihre Entwicklungs- 
moglichkeit daher besser war. Es mag auch sein, da die iibriggebliebe- 
nen Pflanzen nur wenig von dem Pilz angegriffen wurden, oder daB sie 
die Moglichkeit hatten, in der Zwischenzeit ihr Wurzelsystem zu rege- 
nerieren. 


2. Die Stabilitdt der Infektion in part. steril. und 
natirlichen Sand-, Lehm- und Kompostbéden. 


Wie wir sahen, verlaufen Wachstum und Zersetzung des Mycels in 
verschiedenen Béden nicht gleich. Es bleibt zu priifen, ob diese Er- 
scheinungen, vor allem die Zersetzung des Pythiwmmycels in irgend- 
einem Zusammenhang mit der Intensitat der Infektion stehen. Daher 
wurde der begonnene Infektionsversuch mit Luzerne fortgesetzt. 


Nach der Ernte wurden in dieselben Tépfe zum zweitenmal Samen gepflanzt. 
Dieser Vorgang wurde wiederholt, so da insgesamt 3 Infektionsversuche an 
Luzernepflanzen auf ein und denselben Béden mit demselben Infektionsmaterial 
durchgefiihrt wurden. Die Versuche dauerten insgesamt vom 14. 11.—10. 1., so daB 
das Infektionsmaterial 58 Tage lang im Boden war. Temperatur und Wassergehalt 
blieben den vorhergehenden Versuchen gegeniiber unverandert, die’ Lichtverhalt- 
nisse besserten sich im Januar. 


Die Versuchsergebnisse zeigten, daB die Zahl der ibriggebliebenen 
Pflanzen auf den verschiedenen Béden mit ganz wenigen Ausnahmen 
bei wiederholter Aussaat zunahm, was auf eine Verringerung der 
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Infektionsintensitiit hinweist. Die gefundenen Zahlenwerte lassen 
folgendes erkennen: 

1. Die Abnahme der Infektionsintensitat erfolgt in part. steril. Boden 
langsamer als in natiwrlichen. — 2. Das Absinken der Infektionsintensi- 
tit ist nach part. Sterilisation des Bodens in verschiedenen Béden gra- 
duell verschieden und tritt in zeitlich hintereinanderliegenden Versuchs- 
abschnitten unterschiedlich in Erscheinung. Zwischen dem 1. und 2. Ver- 
such vermindert sie sich am meisten im Lehmboden, zwischen dem 2. 
und 3. Versuch im Kompost. — 3. Wahrend des 3. Versuchs, also nach 
58 Tagen seit der Infektion des Bodens mit dem Pilz, ist die Infektions- 
intensitit in allen part. steril. B6den praktisch gleich, sie ist aber noch 
wirksam, wihrend sie in allen natiirlichen Boden praktisch verschwun- 
den ist. 

Vergleichen wir das Trockengewicht der infizierten Pflanzen (auf 
100 Pflanzen umgerechnet), bei den beiden letzten Versuchen (sowohl 
in part. steril. und nicht steril. Boden) mit den entsprechenden Werten 
des 1. Versuchs, so lassen sich bestimmte Beziehungen erkennen: 

1. Bei Sandboden zeigt sich kein groBer Unterschied zwischen part. 
steril. und nicht steril. Boden. — 2. Das Trockengewicht der auf part. 
steril. Lehm gewachsenen Pflanzen ist immer niedriger als das der auf 
natiirlichem Lehmboden gewachsenen. — 3. Bei Kompost verhalt es 
sich umgekehrt. Das Gewicht der auf nicht steril. Boden gewachsenen 
Pflanzen ist immer niedriger als das der auf part. steril. Boden gewachse- 
nen. 

Hinsichtlich der Einwirkung des Bodens auf die Infektionsintensitit 
k6nnen wir erkennen, daB besonders Lehmboden einen charakteristischen 
EinfluB ausiibt. Wieweit allerdings die Abnahme der Infektion durch eine 
Zersetzung des Infektionsmaterials oder durch eine allmahliche Wieder- 
herstellung der infektionshemmenden Eigenschaft des Bodens bedingt 
ist, kann nicht ohne weiteres entschieden werden. Dazu bediirfte es 
entsprechender Kontrollen mit part. steril. Boden, der verschieden 
lange Zeitabstiinde stehen bleiben und erst im Augenblick der Aussaat 
der Wirtspflanze infiziert werden miiBte. 


3. Infektionsversuche auf verschiedenen Lehmbéden. 


Interessant erschienen Untersuchungen iiber infektionshemmende 
Kinfliisse verschiedener Lehmbéden; hierzu wurden 3. verschiedene 
Lehmarten herangezogen: 


1. Lehmboden vom Versuchsfeld des Instituts in Bonn. Er hat in lufttrockenem 
Zustand eine helle, braunlichgelbe Farbe, wird als LéBlehm bezeichnet, hat ein 
pu = 6,9 und zeigt ungeachtet seines Reichtums an kleinen Fraktionen eine gute 
Struktur, so daf seine Bearbeitung keine Schwierigkeiten bereitet. — 2. Lehmboden 
aus Istrup bei Blomberg/Lippe. Seine Farbe ist in lufttrockenem Zustand dunkler 
als bei 1, er besitzt ein py = 7,0 und weist guten Kulturzustand auf. — 3. Lehm- 
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boden aus Rheinbach an den letzten Auslaufern der Hifel. Er ist in lufttrockenem 
Zustand sehr hell mit schwach gelblicher Ténung, py = 5,8; er ist schlechter 
kultivierbar als die beiden vorigen und neigt zur Verkrustung. 

Die Pflanzenversuche auf diesen Boden fanden in der gleichen Anordnung wie 
vorher statt. Verwendet wurden natiirliche und part. steril. Boden in Tontépfen von 
12cm@ mit je 20 Pflanzen je Topf, in 4 Wiederholungen. Um eine Kontrolle zu 
haben, wie weit die erzielten Ergebnisse Anspruch auf allgemeine Giiltigkeit erheben 
durften, wurden 2 Pflanzenarten — Luzerne und Kresse — benutzt. Die Boden 
wurden vorher mit Pythiwm I 6a, fiir Luzerne bzw. J 7d, fiir Kresse infiziert. 

Wie bei den fritheren Versuchen lag auch hier das Trockengewicht der 
Pflanzen aus infizierten Topfen mit nicht steril. Boden (auf 100 Pflanzen 
umgerechnet) haufig unter dem entsprechenden Trockengewicht der 
Pflanzen aus den Kontrollt6pfen. Die in den infizierten Tépfen iibrig- 
gebliebenen Pflanzen zeigten manchmal kleinen Wuchs, so daB eine 
Hemmung ihrer Entwicklung stattgefunden haben mu8te. Zur Fest- 
stellung der Ursache wurden solche Pflanzen aus der Erde genommen 
und ihr Wurzelsystem mit dem normal entwickelter Pflanzen ver- 
glichen. Es zeigte sich, da das Wurzelsystem schwach entwickelter 
Pflanzen in vielen Fallen sowohl bei Luzerne als auch bei Kresse ver- 

. schiedene Grade von Verkriippelungen aufwies, offensichtlich als Folge- 
erscheinung der Infektion, die ihrerseits die Entwicklung der ober- 
irdischen Pflanzenteile und somit auch das Gewicht beeinfluBt. 


Bei der Auswertung der Versuche von part. steril. Boden dienten fiir die Wurzeln 
folgende Bewertungsgrade: O = normal entwickelt, +- = schwach beschidigt, 
+t = mittelmaBig beschadigt, +-+-+ = stark beschaidigt. Die Versuche mit 
Luzerne dauerten bei 20—22° C 32 Tage, die mit Kresse dagegen bei schwankenden 
Temperaturen 21 Tage im offenen Gewachshaus. 

Aus den Ergebnissen geht wieder hervor, daB die Infektion nach 
part. Steril. auch auf Lehmbéden erheblich starker ist. Die Infektions- 
intensitat ist jedoch auf den verschiedenen Lehmbdoden nicht gleich. 
Bewerten wir sie nach der Zahl der abgestorbenen Pflanzen, so ergibt 


sich folgendes (Tab. 7): 


Tabelle 7. Zahl der abgestorbenen Pflanzen in % auf verschiedenen 
part. steril. Lehmboden nach Pythiuminfektion. 


Boden | Luzerne | Kresse 
| 
a1. (Versuchsfeld) . .i¢ Gociia.. - - - = 15 | 20 
Rare MUO DC) be cetera Bt Nouisoneh. 8 ain Sits) we 30 | 40 
Nr. 3 (Rheinbach) . Sg RA 20 35 


In charakteristischer Weise zeigt sich bei beiden Pflanzen die gleiche 
Tendenz, d.h. im Boden Nr. 1 treten die geringsten Verluste auf, sie 
sind im Boden Nr. 3 schon hoher, und im Boden Nr. 2 ist die Infektions- 
intensitaét am starksten. Die Starke der Infektion hdngt sehr eng mit der 
Art des Bodens zusammen; selbst geringe dupere Unterschiede kinnen auf - 
den Bodenpilz und somit auf die Infektion bedeutenden HinflugB gewinnen, 
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was nicht zuletzt wieder mit dem Gehalt des Bodens an Mikroorganismen 
zusammenhdngen diirfte. In den natiirlichen Béden ist die Infektion 


iiberhaupt schwach. So ist sie bei Kresse nur im Boden Nr. 3 festzu- 


stellen, wo die Anzahl der abgestorbenen Pflanzen 15% betragt. Bei 
Luzerne finden sich auf allen Béden nicht mehr als 5% abgestorbene 
Pflanzen. 

Die Trockenmasse der auf den infizierten Béden iibriggebliebenen 
Pflanzen ist verschieden; das auf je 100 Pflanzen umgerechnete Trocken- 
gewicht fiir die einzelnen Béden zeigt Tab. 8: 


Tabelle 8. T'rockengewicht, bezogen auf 100 Pflanzen in % 


| Luzerne } Kresse 
Bodenart | \ } | 
Part. steril. Unsteril. | Part. steril. | Unsteril. 
Lehm Nr.l. . .. | 59 | 77 105 99 
(pela SINis career al 38 61 85 ) 78 
Lehm Nr.3... . | 86 ee tte | 92 


Bei den Pflanzen selbst, besonders bei den auf part. steril. Boden 
gewachsenen, zeigen sich erhebliche Unterschiede, und bei Kresse wird 
in 2 Fallen — auf den Béden Nr. 1 und Nr. 3 — das entsprechende 
Trockengewicht der Kontrollpflanzen iiberschritten. Das Trocken- 
gewicht auf part. steril. und fertilen Béden entspricht nicht véllig der 
Anzahl der abgestorbenen Pflanzen (Béden Nr. 1 und Nr. 3). Vergleichen 
wir das Trockengewicht mit dem Wurzelverkriippelungsgrad auf den 
3 part. steril. Lehmbéden (s. Tab. 9), so 1a8t sich wohl keine einheitliche 


Tabelle 9. HinfluB verschiedener part. ster. Lehkmbiden auf Trockengewicht 
der Pflanzen und Infektionsintensitét (insbesondere Wurzelschaden ). 


; Luzerne Kresse 


| fe eae ees ee + ae. a5 


| ‘Trocken- Zahi Zahl der Pflanzen Trocken- | Zahl Zahl der Pflanzer 

We a gewicht har bis, mit Wurzelschiiden gewicht | der ab- | mit Wurzelschiide: 

ocenart, | bezogen storbenen| hormal +! mittel + | bezogen | gestor- normal +| mittel - 

| auf Pflanzen | 8chwach | stark be- auf | benen | schwach | stark be 

100 Pflanzen“ j, 0, | beschiid. | schiidigt ]100 Pflanzen|Pflanzen) beschiid. | schidig; 

| in % | in % | in % in % in % | in % in %, 
Lehm Nr.1.| 69 | 15 $5 | 65 105 | 20 90 10 
Lehm Nr. 2 | 38 30 20 | 80 85 40 57 43 

Lehm Nr. 3. .| 86 20 28 72 1l4 | 36 70 30, 


Beziehung zwischen dem Trockengewicht und dem Grad der Wurzel- 
verkritppelung feststellen; aber es ist nicht zu iibersehen, da® auf den 


Béden 2 und 3 der Anteil der mittelmiBig und stark beschiidigten — 


Wurzeln gréfer ist als auf dem Boden Nr. 1. Vergleicht man den Pro- 
zentsatz der abgestorbenen Pflanzen mit dem Prozentsatz der wurzel- 
verkriippelten, aber die Infektion iiberstehenden Pflanzen, so ergibt sich, 
da auch zwischen dem Prozentsatz der abgestorbenen und den wurzel- 
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verkriippelten zuriickgebliebenen Pflanzen eine Beziehung besteht. Das 
ist nicht verwunderlich, da ja der Bodenpilz die Wurzel angreift und 
beschadigt oder zerstért, was eine Ursache des Verkriippelns und 
Absterbens der Pflanze sein diirfte, wobei allerdings auch den durch den 
Transpirationsstrom im Pflanzenkérper verteilten Pilztoxinen keine ge- 
ringe Bedeutung zukommt. 


4. Der EHinfluB der Ausschlimmung des Lehmbodens 
und die Wirkung des Schldmmwasseis auf die Infektionsstarke. 


a) Infektionsversuche auf ausgeschlammten und nicht 
ausgeschlammten Lehmbéden (Luzerne). 


Da nach den bisher gemachten Erfahrungen die Fahigkeit des Bodens, 
die Infektion durch Pythium zu beeinflussen, mit der Bodenart vari- 
iert, auf dem gleichen Boden im Laufe der Zeit verandert ist und 
auch durch die Vorbehandlung des Bodens in hohem Mae beeinfluBt 
werden kann, kénnte man annehmen, da sich das wirksame Prinzip 
aus dem Boden isolieren lie&e. Da die stiirkste infektionshemmende 
Wirkung im Lehmboden zu beobachten war, wurde auch solcher vom 
Versuchsfeld des Institut fiir Pflanzenkrankheiten in Bonn fiir diese 
Versuche verwendet. 

Mit ihm wurde mit 3maliger Wiederholung folgendermafen verfahren: Ein Ton- 
topf von 401 Inhalt wurde zur Halfte mit grob gesiebtem Lehm gefiillt, darauf 
Leitungswasser bis zum Rande des GefaBes nachgegossen, mit dem Boden gut ver- 
rubrt und nach ungefihr 1 Std das tiberstehende Wasser mit den feineren 
Bestandteilen abgegossen. Der ausgeschlammte Riickstand wurde in dinner 
Schicht in flache Blechkasten gefiillt und zur Verdunstung des tiberschiissigen 
Wassers in einem trockenen, warmen Raume aufgestellt. Sobald sich die Masse 
zwischen den Fingern zerreiben lieB, wurde sie in Tontépfe von 12 cm gefillt, mit 
dem Pythium-Stamm I 6a, infiziert und nach 4 Tagen mit je 20 angekeimten 
Luzernesamen bepflanzt. Es wurde nur nichtsterilisierter Lehm benutzt, da in 
diesem Zustand die starkste Hemmung des Bodens auf die Infektionsintensitat 
beobachtet worden war. Der Versuch wurde vierfach wiederholt. Zur Kontrolle 
einer etwaigen direkten Einwirkung der Ausschlammung des Bodens auf die Ent- 
wicklung der Pflanzen wurde folgendes Versuchsschema gewahlt: Serie 1 — nicht 
infizierter, nicht ausgeschlammter Boden; Serie 2 — nicht infizierter, ausge- 
schlammter Boden; Serie 3 — infizierter, nicht ausgeschlammter Boden; Serie 4 — 
infizierter, ausgeschlammter Boden. 

Der Versuch dauerte bei 18° C 14 Tage. Zum SchluB wurden die Pflanzen aus- 
gezahlt und wie bereits bei den vorhergehenden Versuchen getrocknet und gewogen. 


Aus den gewonnenen Daten folgt: 

1. In den nicht infizierten Kontrolltépfen ist die Anzahl der auf aus- 
geschlimmtem und nicht ausgeschlammtem Boden gewachsenen Pflan- 
zen in beiden Fallen gleich, ebenso das auf 100 Pflanzen berechnete 
Trockengewicht. Das zeigt, daB durch die Ausschlammung des Bodens 


den Pflanzen die in dieser Wachstumsperiode benstigten Nahrstoffe in 
5* 
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nennenswertem Mafe nicht entzogen worden sind, auch ist die Struktur 

des Bodens nicht so stark verindert worden, daB die Pflanzen darauf 

reagiert hitten. — 2. Beim Vergleich der infizierten und nicht aus- 

geschlimmten mit den infizierten aber ausgeschlimmten Béden sind 

groBe Unterschiede sowohl in der Anzahl der Pflanzen als auch in 

ihrem auf den Topf bezogenen Trockengewicht festzustellen. Die An- 

zahl der auf dem ausgeschliammten Boden gewachsenen Pflanzen be-— 
trigt nur 45% der Kontrolle, es besteht also ein Verlust von 55%, 

beim Trockengewicht ein Verlust von 20%. 


Der Versuch zeigt, daB durch die Ausschlammung bestimmter Be- 
standteile des Lehms die Infektion verstarkt wird, weiter, daB dieser 
Zustand erreicht wird nach Entfernung gerade der kleinsten Fraktio- 
nen des Lehmbodens, die meist noch nach | Std in suspendiertem Zu- 
stande im Wasser anzutreffen sind. Hiitte die Ausschlammung die 
Struktur des Bodens nachteilig beeinfluBt, oder eine Verainderung des 
Nahrstoffgehaltes hervorgerufen, so hitten die zur Kontrolle auf nicht 
infizierten aber ausgeschlimmten Bodden wachsenden Pflanzen darauf 
reagieren miissen. So ist eher anzunehmen, daB mit dem Schlamm- 
wasser ein bestimmter Faktor entfernt wurde, der die Schutzwirkung 
des Bodens gegen die Infektion bzw. die Resistenzkraft der Pflanzen 
verstarkte und férderte. Ob es sich nun hierbei um biotische oder abio- 
tische Faktoren handelt, dariiber geben diese Versuche noch keine Aus- 
kunft. 

DaB groBe Mengen von Bakterien und Pilzsporen in dem Schlammwasser ent- 
halten sind, kann als sicher angenommen werden, so daf der Riickstand eines 
wesentlichen Teiles seiner Schutzwirkung beraubt worden ist. Ebenso ist auch 
anzunehmen, da von den Antagonisten in den Boden ausgeschiedene Pilzhemm- 
stoffe im Riickstand nicht mehr vorhanden sein werden, da deren wasserléslicher 
Charakter aus verschiedenen Untersuchungen anderer Autoren bekannt ist. Dies 
wiirde wohl fiir den biotischen Charakter des durch die Ausschlimmung entfernten 
wirksamen Prinzips sprechen. Jedoch darf man nicht auBer Acht lassen, daB mit 
dem Schlimmwasser auch groBe Mengen der feinen und feinsten Tonbestandteile, 
an denen der schwere Lehmboden ja reich ist, dem Boden teilweise entzogen 


werden. Diese aber verleihen dem Boden infolge ihrer Oberflichenaktivitat ebenfalls 
eine Schutzwirkung, die durch die Ausschlammung vermindert werden muB. 


Wahrend nun die Adsorptionswirkung nach Verlust der adsorbieren- 
den Bestandteile dem Boden teilweise verlorengegangen ist, kénnen 
die als Antagonisten wirkenden Mikroben aus den im ausgeschlimmten 
Riickstand verbliebenen Resten oder nach Neubeimpfung sich wieder 
regenerieren. Der Riickstand muBte in diesem Falle seine verlorene 
Infektionsschutzwirkung im Laufe der Zeit wiedergewinnen. 


Um nachzupriifen, ob die Infektionsintensitat stabil bleibt oder sich 


im Laufe der Zeit vermindert, wurde dieselbe Versuchsreihe auf den- 
selben Boden ohne Zufiigung neuen Infektionsmaterials nach Beendigung 
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des 1. Versuchs, also 17 Tage nach der 1. Infektion, in der gleichen 
Weise wiederholt. Die Ergebnisse dieses Versuches (Dauer 14 Tage) 
zeigten : 


1. Daf’ die Anzahl der Pflanzen auf dem ausgeschlimmten Lehm- 
boden tiberall ausgeglichen war. Wo beim vorigen Versuch ein Verlust 


von 55% eintrat, betriigt dieser jetzt nur 5%. — 2. DaB® das Trocken- 
gewicht der Pflanzen — sowohl auf den einzelnen Topf, als auch auf 
100 Pflanzen bezogen — unter dem der Pflanzen des entsprechenden 


Kontrolltopfes lag. 

Der durch die Ausschlimmung des Bodens erreichte Effekt ist also 
verschwunden. Auch hier nimmt die Infektionsintensitait mit dem Alter 
3 des Infektionsmaterials ab. Das wiirde darauf hinweisen, da® die wir- 
kenden Faktoren biotischer Natur sein muBten, ganz gleich, ob der 
Einflu8 nur als Wachstumshemmung oder durch Mycelzerstérung in 
Erscheinung tritt. Da die abiotischen adsorptiven Eigenschaften der 
feinen Tonbestandteile auBerdem noch eine vor Infektion schiitzende 
Wirkung ausiiben, ist durch die bisherigen Versuche zwar nicht be- 
. wiesen, aber anzunehmen; jedoch miiBte ihre Wirkung hinter denen der 
biotischen Faktoren zuriickstehen. 


b) Der EinfluB des Schlammwassers auf die Infektionsstairke 
bei Luzerne auf Sand und Komposterde. 


Die analytisch gewonnenen Ergebnisse des vorigen Versuchs kénnen 
die Bestaétigung durch die Synthese erfahren. Es mu méglich sein, 
das wirksame Prinzip im Schlimmwasser nachzuweisen und die Tatig- 
keit des Bodenpilzes durch dessen Zusatz zum entschlammten Lehm- 
boden oder zu anderen Béden, in denen die Infektion sich starker als 
im Lehm auswirkt, einzuschranken. Der Klarung dieser Frage sollte 
folgender Versuch dienen. 

Zwei Boden, Sand und Komposterde, wurden in der gleichen Weise wie im 
vorigen Versuch mit Pythium I 6a, infiziert und mit vorgekeimter Luzerne (30 
Samen je Topf) bepflanzt. Ein Teil der Tépfe wurde einmal taglich mit gewohn- 
lichem Leitungswasser, der andere Teil aber mit Schlammwasser vom Lehmboden 
Nr. 1 begossen, wobei darauf geachtet wurde, daB die Bodenfeuchtigkeit in allen 
Tépfen moglichst gleich gehalten wurde. Der Versuch dauerte 20 Tage und fand in 
einer Vegetationshalle mit offenen Wanden bei schwankender Temperatur statt. 

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, daB das Trockengewicht der 
Kontrollpflanzen bei beiden part. steril. mit Lehmwasser begossenen 
Béden (Sand, Komposterde), sowohl fiir den einzelnen Versuch, als 
auch auf je 100 Pflanzen umgerechnet, das Gewicht der mit Leitungs- 
wasser gegossenen Pflanzen iibersteigt. Es ist bei den auf Sandboden 
gewachsenen, mit Lehmwasser begossenen Pflanzen, auf 100 Pflanzen 
umgerechnet, um 11% héher als bei Verwendung von Leitungswasser, 
entsprechend auf dem Kompostboden sogar um 25% hoher. Das deutet 
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darauf hin, da® der Zusatz des Lehmwassers die Entwicklung der Pflan- 
zen giinstig beeinfluBt hat. 

Auf den nicht sterilisierten Boden treten dagegen auch Abweichungen 
auf. Das Trockengewicht der auf mit Lehmwasser begossenem Sand- 
boden gewachsenen Pflanzen (fiir 100 Pflanzen berechnet) liegt um Liss 
unter dem Gewicht der mit Leitungswasser begossenen Kontrollpflanzen. 


Abb. 3. Einwirkung von Lehmwasser und Leitungswasser auf die Infektionsintensitat von Pythium 


an Luzerne im part. steril. Kompost. Topf 5 Kontrolle ohne Pilz + Lehmwasser. 
Topf 8 Kontrolle ohne Pilz + Leitungswasser. Topf 6 + Pilz + Lehmwasser. 
Topf 7 + Pilz + Leitungswasser. 


‘wae 

Abb. 4. Einwirkung von Lehmwasser und Leitungswasser auf die Infektionsintensitit von Pythium 

an Luzerne im unsterilen Kompost. Topf 1 Kontrolle ohne Pilz + Lehmwasser. Topf 4 Kontrolle ohne 
Pilz + Leitungswasser. Topf 2 + Pilz + Lehmwasser. Topf 3 + Pilz + Leitungswasser. 


Im Kompostboden dagegen tritt die vorher beobachtete Erscheinung 
verstarkt auf: das Gewicht tibersteigt das der mit Leitungswasser be- 
gossenen Kontrollpflanzen um 40°). 

Der EKinwand, daB beim Giefen mit Lehmwasser Nahrstoffe in un- 
kontrollierbarer Weise zugefiihrt werden, die das Trockengewicht stei- 
gern miissen, das somit keinen Mafstab fiir die Infektionsstirke geben 
kénne, wird entkriftet, wenn man die jeweilige Zahl der Pflanzen 
heranzieht, welche die Infektion iiberstanden haben und in Prozenten 
der anfangs vorhandenen Keimlinge ausdriickt. 

Bei den wibriggebliebenen Pflanzen ist die Infektion in dem mit Lei- 
tungswasser begossenen Sandboden erheblich stirker verlaufen als bei 
der in gleicher Weise behandelten Komposterde. Durch das BegieBen 
mit Lehmwasser wird die Infektion auf beiden Boden stark gehemmt 
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und ist gemessen an der Zahl der iibriggebliebenen Pflanzen auf Sand 
und Kompost praktisch gleich stark. Die Anzahl der Pflanzen betrug 
(in Prozent der Zahl der Kontrollpflanzen) beim part. steril. infizierten 
Sandboden 97%, bei Kompost 93%, beim nicht steril. infizierten 
Kompost und Sandboden 97%. Abb. 3 zeigt Pflanzen auf Kompost- 
boden, mit deutlichem Unterschied zwischen Topf 6 (part. steril. 
+ Pilz -- Lehmwasser) und Topf 7 (part. steril. + Pilz + Leitungs- 
_ wasser). Auch Topf 2 (nicht steril. + Pilz -++ Lehmwasser) und 
Topf 3 (nicht steril. + Pilz ++ Leitungswasser) unterscheiden sich, 
wenn auch bedeutend weniger (Abb. 4). 


Die Versuche bestitigen also eindeutig, da% die Schutzwirkung des 
Lehmbodens im Schlimmwasser aus dem Boden entfernt und dadurch 
auf andere weniger schiitzende Béden iibertragen werden kann. 


5. Der HinfluB verschiedener Bodenmischungen 
auf die Infektion. 


Nachdem das Vorhandensein einer infektionshemmenden Kraft im 
* Lehmboden und deren Ubertragbarkeit durch Lehmextrakte auf andere 
Béden festgestellt war, erschien es lohnend, nachzupriifen, in welchem 
Umfang eine Beimischung von Lehm zu anderen Béden, wie Sand und 
Kompost, eine Verainderung im Verhalten der Boden dem Pilz gegeniiber 
hervorzurufen vermag. Es wurden daher 2 Versuche mit einer Mischung 
von Lehm und Quarzsand und Lehm und Kompost durchgefiihrt. Zu 
dieser Frage liegen schon andere Beitrage vor. Unsere Absicht war, fest- 
zustellen, welchen EinfluB die part. steril. und nicht steril. Beimengungen 
auf die andere Bodenart ausiiben und ob die genannten Hemmkrafte 
nur durch biologische Faktoren des Bodens hervorgerufen werden oder 
durch physikalisch-chemische Eigenschaften des Bodens bedingt sind. 
Zunachst wurde mit Gemischen von Quarzsand und dem schon frither erwahnten 
Lehmboden Nr. 1 gearbeitet, und zwar in Reihen mit einem Sandgehalt von 0%, 
25%, 50%, 75% und 100%. Um die Pflanzen geniigend mit Nahrstoffen zu ver- 
sorgen, wurde der reine Sand mit KNO, (1 g je Topf) und Ca(H,PO,), (2 g je Topf) 
gediingt. Dariiber hinaus wurden dem Sand noch 5% (Gewichts%) vorher sterili- 
sierten Kompostes beigegeben. Zuerst wurden Sand, Diinger und Kompost mit- 
einander vermengt und die Mischung dann dem Lehmboden hinzugefiigt. Der 
. Versuch fand in viereckigen Tontépfen in 4 Wiederholungen statt. Der Lehm wurde 
bei der Halfte der VersuchsgefaBe partiell sterilisiert, wihrend der Sand auch ohne 
diese Vorbehandlung praktisch als steril angesehen werden konnte. Der Wasser- 
_gehalt betrug 50% der vollen Wasserkapazitat, die Temperatur war schwankend. 
Als Infektionsmaterial wurde der Pythiw. stamm I 6a, (auf Haferflockenagar heran- 
gezogen) verwandt, wobei der Inhalt von zwei Prrri-Schalen auf ein Versuchs- 
gefaiB gegeben wurde. In jeden Topf wurden 30 vorher angekeimte Luzernesamen 
gepflanzt. Der Versuch dauerte 30 Tage. 
Der Versuch zeigte, daB das Gewicht der Kontrollpflanzen (auf 1 Topf 
oder auf 100 Pflanzen bezogen) bei einer VergréBerung der Sandzugabe 
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nicht absinkt, sondern, wenn auch schwankend, gr6Ber ist als im reinen 
Lehmboden. 

Abb. 5, welche die Infektionsintensitaét in Abhiangigkeit von der 
Bodenzusammensetzung ausdriickt, zeigt, daB diese, gemessen an der 
Abnahme des Pflanzenbestandes, mit einer Steigerung des Sandgehaltes 
anwichst. Eine Ausnahme macht der part. steril. Lehmboden, in wel- 
chem die Infektionsintensitat auf reinem Lehm gréfer ist, als bei einer 
Zugabe von 25 und 50% Sand, was wohl auf den schlechten physika- 
lischen Zustand des Bodens zuriickzufiihren ist. In diesem Boden sind 
38%, der Wurzeln mittelmaBig und schwer beschiidigt, wahrend es bei 
25% igem Sandzusatz nur 31% sind. 

Der Versuch zeigt deutlich, daB die Schutzwirkung des Lehmbodens 
egen die Infektion durch Sandbeimischungen verringert wird. In 
friiheren Versuchen sahen wir, 
daB diese infektionshemmende 
Kraft nicht nur dem Lehm- 
boden zukommt, sondern auch, 
in allerdings geringerem MaBe, 
anderen Béden. So tut es Kom- 
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Baryanum an Luzerne auf Lehm-Sand-Gemi on. x : 
ehm-Sand-Gemischen verindert wird. 


‘ Die Versuchsanordnung ahnelt der des vorigen Versuchs. Lehmboden Nr. 1 und 
Kompost wurden gemischt, so daB ein Lehmgehalt von 0%, 25%, 50%, 75% und 
100% vorhanden war und daf folgende Gruppen vertreten waren: 1. Partiell 
sterilisierter Lehmboden; — 2. Partiell steril. Lehm + part. steril. Kompost; —- 
3. Part. steril. Lehm + nicht steril. Kompost; — 4. Part. steril. Kompost; — 
5. Nicht steril. Kompost. — Der Versuch dauerte 31 Tage, und zwar vom 7. 7. —7.8. 

In den unvermischten Béden ist (s. Tab. 10) die Infektion, gemessen 
an der Zahl der iiberlebenden Pflanzen, unterschiedlich, jedoch am 


Tabelle 10. Infektion auf unvermischtem Lehm und Kompost in %, der entsprechenden 


Kontrollversuche 
| part, steril. | part. steril. 
| Lehm ) Kompost 
Anzahl der iiberlebenden Pflanzen... . . . | 77 63 
Trockengewicht je GefiB .. .. 2. 2... 39 | 36 
r'rockengewicht je 100 Pflanzen. . . . . 2... 51 . 56 


Trockengewicht gemessen ziemlich gleich. Nach Beimischung von part. 
steril. Kompost zu part. steril. Lehm in den vorgesehenen Verhaltnissen 
zeigen die Versuche die in Tab. 11 zusammengestellten Ergebnisse: 
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Tabelle 11. Infektion auf part. steril. Bodengemischen. 


Tenn Komport Vig Verlust an Gewicht | Verlust an Gewicht 

0, of an Pflanzen der Pflanzen je Topf | fiir je100 Pflanzen in 

u 10 6 % v. Kontrollvers. % v. Kontrollvers. 
100 — 23 6] 49 
75 49) 17 40 27 
50 50 17 51 42 
25 75 Vi 30 is) 
— 100 37 64 44 


Bei Beriicksichtigung der ausgefallenen Pflanzen sinkt die Infek- 
tionsintensitat mit einer Zugabe von 25% Kompost und bleibt auf 
dieser Hohe bei weiterer Steigerung dieses Zusatzes auf 50% und 75%. 
Hinsichtlich des Pflanzengewichts ist dieselbe Tendenz vorhanden, ohne 
jedoch dieselbe Regelmafigkeit aufzuweisen. Eine Messung der durch- 
schnittlichen Linge der Pflanzen ergab keine sprunghafte Abweichung. 
Die Lange steigt bei einer Kompostzugabe von 25% an und sinkt dann 
schrittweise bis zu reinem Kompost ab. 

Bei den Versuchen auf part. steril. Lehm und nicht steril. Kompost 

(Tab. 12) sehen wir die Infektionsintensitit zuerst erheblich sinken 
bei einer Zugabe von 25% unsteril. Kompost und diese Tendenz bis 
zur 50% igen bzw. 75%igen Beimischung beibehalten. Von dort ab 


Tabelle 12. Infektion auf part. steril. Lehm und unster. Kompost. 


Let K ve Verlust Verlust an Gewicht Verlust an Gewicht 
gee Fa a an Pflanzen der Pflanzen je Topf je 100 Pflanzen in 

% ac % | % v. Kontrollv. % v. Kontrollv. 
100 —- 23 61 49 

75 25 3 13 9 

50 50 3 35 34 

25 75 Th 31 25 

— 100 10 47 40 


steigen die Werte wieder und erreichen schlieBlich im 100%igen, 
nicht steril. Kompost den fiir diesen Boden eigentiimlichen Grad. 
Worauf beruhen diese Erscheinungen? Im 1. Fall, bei der Mischung 
von part. steril. Lehm mit part. steril. Kompost, kénnte man an eine 
bessere Entwicklung der Pflanzen denken, doch ist diese Vermutung von 
der Hand zu weisen, da ja auch die Entwicklung der Kontrollpflanzen 
besser ist und wir es auBerdem schon mit Zahlen zu tun haben, die auf 
diese bezogen sind. Man kénnte eine schlechtere Entwicklung des Pilzes 
in diesen Bodenmischungen vermuten, aber auch diese Ansicht erweist 
sich als unrichtig, da die Wachstumsgeschwindigkeit im Kompostboden 
zu dessen Gunsten spricht. Auch die Zersetzung des Mycels war im Lehm- 
boden starker als im Kompost. Bei Beriicksichtigung aller dieser Um- 
stiinde ist anzunehmen, da®B ein bestimmter Humussatz den chemisch 
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physikalischen Zustand des Lehms giinstig beeinflussen kann, wobei 
besonders an dessen kolloidale Bestandteile zu denken ist, was sich dann | 
negativ auf die Aggressivitat des Pilzes auswirkt. Im 2. Falle, wo es sich 
um part. steril. Lehm mit einem Zusatz von nicht steril. Kompost han- 
delt, tritt der biologische Faktor mehr in Erscheinung, der anfangs die 
Infektionsintensitit schwiicht, sie aber beim Zusatz von 75% wieder 
stirker werden laBt und sie so wieder dem Intensitatsgrad der Infektion 
in nicht sterilem Kompost annahert. 


Das Gewicht der Pflanzen folgt nicht immer konsequent der Verlust- 
zahl, aus Griinden, welche schon friiher besprochen wurden. 


V. Der Einflu8 von Tonaufsehwemmung und CuSO, auf die Infektions- 
intensitit von Pythium und dessen Wachstum auf kiinstlichen Nahrbéden. 


Der bisherige Verlauf der Versuche zeigt, daB es méglich ist, durch 
Vermischung der Béden oder Behandlung mit waiBrigen Bodenausziigen 
das wirksame Prinzip des einen Bodens auch auf einen anderen zu iiber- 
tragen und so die Infektionsintensitat des letzten zu andern. Bislang gab 
es fiir uns keine Méglichkeit, einen Boden oder einen entsprechenden 
Extrakt in sterilem Zustand zu verwenden, ohne ihn vorher der Ein- 
wirkung einer erhéhten Temperatur auszusetzen. Unzweifelhaft beein- 
fluBt die Erhitzung der waBrigen Bodenausziige bzw. die part. Sterili- 
sation des Bodens auch den chemisch-physikalischen Zustand des Sub- 
strats wie das mehrfach in der Literatur betont wird. Wir kénnen daher 
nie den eigentlichen Einflu8 des unveranderten Bodens selbst direkt 
beobachten. Verwenden wir unsterilen Boden, so miissen wir das ge- 
samte Edaphon mit in Kauf nehmen; die part. Sterilisation befreit ihn 
wohl von diesen Organismen, veraindert aber auch den Stoff selbst. Nach 
solchen Uberlegungen fiel die Wahl auf Ton, wie er fiir Steinzeugfabrika- 
tion Verwendung findet, der so keimarm ist, daB er von diesem Stand- 
punkt der nachtriglichen Infektion mit Keimen als praktisch steril 
gelten kann, im Vergleich zu den Béden, die wir bisher verwendet 
haben. Dieser Ton wurde im Wasser aufgeschwemmt, das dann zum 
BegieBen der Pflanzen benutzt wurde. 


Kin chemisches Mittel, das als Fungizid altbekannt und bewiihrt ist, 
ist Cu-Ion. Um bei den folgenden Versuchen mit Kresse und Luzerne 
seine Kinwirkung auf die Verringerung der Infektionsintensitaét zu 
beobachten, gelangte es in der Form von CuSO, zur Anwendung. 


Um besondere Bodeneinfliisse nach Méglichkeit auszuschalten, wurde Quarzsand 
mit einem Zusatz von 10% sterilem Kompost und Mineraldiinger fiir die Versuche 
verwendet. Die Pflanzen wurden.in Mrrscuerticu-GefafBen gezogen. Bei der 
Diingung des Quarzsandes wurden auf einen Topf je 2 g KNO, und 3 g Ca(H,PO,)> 
gegeben. Die Topfe wurden vorher mit Pythium I 6a, fiir Luzerne und bei Kresse 
entsprechend mit 7d, infiziert. Der Versuch fand in 4 Wiederholungen zu je 50 
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Pflanzen im Topf statt; dabei wurden drei Gruppen unterschieden: Gruppe 1 — 
Feuchtigkeitszufuhr durch gewéhnl. Leitungswasser; Gruppe 2 — Feuchtigkeits- 
zufuhr durch Tonwasser; Gruppe 3 — Feuchtigkeitszufuhr durch Leitungswasser, 
Toépfe inzwischen 2 x mit CuSO,-Lisung begossen. 

Das Tonwasser (700 g Ton auf 35 1 Wasser = 2 g Ton auf 100 cm? Wasser) wurde 
in einem vorher desinfizierten Tontopf von 401 Inhalt hergestellt. Diese Fliissig- 
keitsmenge wurde wahrend des Versuchs auf 16 Tépfe (8 mit Luzerne — 8 mit 
Kresse) verteilt. Die Menge des zuzusetzenden CuSO, wurde so gewahlt, daB wahrend 
der Versuchsdauer auf den Topf 25 mg CuSO,: 5 H,O entfielen. Der Gewichts- 
verlust durch Verdunsten wurde jeweils durch gewéhnliches Leitungswasser 
erganzt. Der Versuch dauerte 30 Tage. Die Topfe wurden im groBen Gewachshaus 
unter dem Glasdach bei schwankender Temperatur aufgestellt. 


Aus den Versuchen ergab sich, da Tonwasser und CuSO, bei beiden 
Pflanzen, das Trockengewicht der Kontrollpflanzen auf 100 Pflanzen 
gleich 100 gesetzt, das Gewicht erhdhen. 


Luzerne Kresse 
Unbehandelt .... 100 100 
LOD ecu t <3 age ea 115 | 108 
CUISKO RS Ri 3 eee esl 116 111 


Legen wir der Infektionsintensitat die Anzahl der ausgefallenen Pflanzen 
und den Gewichtsverlust auf einen Topf berechnet zugrunde, so ergibt 
sich, dal} Tonwasser bei beiden Pflanzen weniger wirksam ist, als die 
CuSO,-Losung (Abb. 6). Beziiglich 
der Wurzelbeschadigungen an Lu- 
zerne zeigt sich, daB die Behandlung 
sowohl mit Tonwasser als mit 
CuSO,-Lésung die Prozentzahl der 
nicht angegriffenen Wurzeln an- 
steigen laBt. Bei Kresse ist diese 
Erscheinug nicht so deutlich aus- 
gepragt, aber auch hier bewirkt 
der Zusatz von CuSO,-Losung und 
Tonwasser, daf der prozentuale 
Anteil der nicht angegriffenen 
Wurzeln groBer ist als ohne diesen Ae HK 


Ze : 
aig ~ . : Abb. 6. Infektionsintensitit von Pythiwm an 
Zur Priifung der Einwirkung von Luzerne und Kresse auf Sand mit Leitungs- 


Tonwasser und CuSO, auf das Wachstum wasser, Tonwasser und CuSO,-Lésung. 
von Pythiwum wurden entsprechende ; 
Versuche in Knopscher Lisung mit CuSO,-Zusatz und auf festem Nahrboden mit 
Zusatz von CuSO, oder Tonwasser durchgefiihrt. Als fliissiger Nahrboden diente 
eine normale Knopsche Lisung mit einem Zusatz von 1% Saccharose, der 0,5 mg, 
1 mg, 2 mg, 3 mg und 4 mg CuSO,- 5 H,O auf 100 cm Lésung zugesetzt wurden. 
Die bei dem Versuch verwendeten Pilzstiimme, Pythiwm I 6a, und 7d,, waren beide 
bei CuSO,-Zusatz nicht gewachsen. (px fiir alle GefaBe = 5,5.) 


B luzerne| Verlustean 
DO Aresse | Phlanzenzah/ 
4 Luzerne\  Verlusk an 
Kresse | Ptlanzengewicht 
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Als fester kiinstlicher Nahrboden diente CzapeK-Agar mit einem Zusatz von 
CuSO,-Lésung im Verhaltnis von 0,1—2,0 mg auf 100 cm® bei gleichem pa- Wert 
fiir alle Konzentrationen. Die Perri-Schalen wurden mit einer Mycelscheibe von 
6 mm Durchmesser von Pythium I 6a, in der Mitte geimpft und das Wachstum der 
Pilzkolonie in diametral entgegengesetzten Richtungen gemessen. Der Pilz wuchs 
im Dunkeln bei 20° C. 


Die Ergebnisse dieses Versuches bringt Tab. 13. Kleine Gaben von 
CuSO, haben demnach eine stimulierende Wirkung; der Pilz wachst bei 


Tabelle 13. Linwirkung von CuSO, auf das Wachstum von Pythium. 


CuSO, -5 H,O-Zusatz mg 
je 100 cm® CZAPEK-Agar 


@ der Pilzkolonieincm . . 5,0 5,1 5,4 5,5 5,6 5,4 5,2 
+ 0,00)-+ 0,08) + 0,06) + 0,08)-++ 0,08) + 0,04|+ 0,11 


CuSO,-5 H,O-Zusatz mg 
je 100 cm* CZAPEK-Agar 


0,7 0,8 0,9 1,0 1,5 2,0 


@ der Pilzkolonieincm . . 5,2 4,9 4,7 4.6 3.6 1,8 
+ 0,09|-+ 0,08/+ 0,08)+ 0,96|+ 0,09|-+ 0,11 


einem Zusatz von 0,1—0,7 mg CuSO, auf 100 cm* Agar besser, als ohne 
diesen. Erst durch eine Menge ab 0,8 mg CuSO, wird das Wachstum 
eingeschrankt, sehr deutlich beim Zusatz von 2,0 mg CuSO, auf 100 em? 
Agar. 

Die Versuche mit Knopscher Lésung und CzaprEK-Agar zeigen einen 
groBen Unterschied. In Knopscher Lésung wuchs der Pilz schon bei 
einem Zusatz von 0,5 mg CuSO,/100 em? nicht mehr, wogegen er im 
CzapPEK-Agar noch bei 2 mg/100 cm* zu wachsen vermochte. Es ist zu 
vermuten, daB die kolloidalen Adsorptionskrifte dieses Nahrbodens, 
hauptsachlich des Agars, dafiir verantwortlich zu machen sind. 

Der Einflu8 des Tonwassers auf das Wachstum von Pythiwm wurde durch Zugabe 
von Tonwasser in Konzentrationen von 1%, 2%, 3%, 49% und 5% zum CzaPEK- 
Agar gepriift. Entsprechende Mengen Ton, welcher zur Vermeidung einer Verande- 
rung der chemisch-physikalischen Eigenschaften im natiirlichen Zustand Verwen- 
dung fand, wurden in steril. dest. Wasser aufgeschwemmt. Unter Wahrung gréBt- 
moglicher Sterilitaét wurden die Fliissigkeiten durch Filterpapier filtriert, um die | 
groéberen Bestandteile, die das Bestreben zur Sedimentation haben, zu entfernen. 
Mit einer sterilen Pipette wurden 3 cm® jeder Konzentration zu je 17 cm! fliissigem 
Czarnk-Agar hinzugegeben. Darauf wurde eine Mycelscheibe von Pythium J 6a, in 
die Mitte der Prrrt-Schalen geimpft. Der Pilz war im Dunkeln bei 20° C kultiviert 


worden. Bei der Auswertung des Versuchs wurden die Durchmesser der Pilzkolonien 
gemessen, 


Die erhaltenen Werte zeigten gegeniiber dem nicht behandelten Agar 
eine Abweichung in den Grenzen von 2—5%, wobei diese Abweichung 
nicht immer dem Zuwachs der Tonwasserkonzentration entsprach. Be- 
zeichnenderweise fanden sich wihrend der Dauer des Versuchs, d. h. 
innerhalb 30 Std. auf dem Agar keine Kolonien von Bakterien oder 
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fremden Pilzen, wodurch bestitigt wird, daB dieser Ton als praktisch 
steril angesehen werden kann. Bei den Pflanzenversuchen war Infektion 
in allen Topfen zu beobachten, gleichviel ob diese mit Leitungswasser, 
Tonwasser oder CuSO,-Liésung begossen worden waren, nur war die 
Infektion bei Zusatz der letzteren erheblich schwicher, worauf die Zahl 
der iibriggebliebenen Pflanzen und zum Teil auch der Grad der Wurzel- 
beschadigungen hinweisen. Bei der direkten Einwirkung von CuSO, auf 
den Pilz unter steril. Bedingungen wird das Wachstum des Pilzes beein- 
flu8t, wahrend dieser Einflu8 beim Tonwasser nur sehr gering ist. Es 
scheint, daB die Wirkung der beiden Stoffe nicht nur in der Stimulierung 
des Wachstums der Pflanze und Einschrankung des Pilzwachstums be- 
steht, sondern auch in der Fahigkeit, die Resistenzkraft der Pflanze zu 
starken, oder die toxischen Stoffe des Pilzes zu binden. 


VI. Der Einflu8 weiterer Umweltfaktoren auf das Wachstum 
von Pythium und seine Infektion. 


Die Bedeutung einer ganzen Reihe von Umweltfaktoren, wie Er- 
_ nahrung, Luft, Licht, Boden, Bodenreaktion und Temperatur und ihr 
oft sehr bezeichnender Einflu8 sind vor allem durch die grundlegenden 
Arbeiten ScHAFFNITs und seiner Mitarbeiter bekannt. Fiir Pythiwm de 
Baryanum sollte im Folgenden die Wirkung einiger Faktoren geprift 
und die gréBte Aufmerksamkeit dem Wassergehalt des Bodens und 
dem py-Wert geschenkt werden; die Temperatur konnte nur in sehr be- 
schranktem Ma8e beriicksichtigt werden, da es sich technisch nicht er- 
moglichen lieB, Infektionsversuche an Pflanzen bei verschiedenen kon- 
stanten Temperaturen durchzufihren. 


1. Der EinfluB des pu-Wertes auf die Wachstumsgeschwin- 

digkeit und die Infektionsintensitat des Pilzes. 

In einer umfassenden Arbeit haben ScHAFFNIT und Mryrr-HEeRMANN (1930) 
auch Pythium de Baryanum in den Kreis ihrer Untersuchungen gezogen, es blieben 
jedoch noch manche Fragen unbeantwortet, zu deren Untersuchung mich Herr 
Professor SCHAFENIT veranlaBte. Es waren auch durch die Arbeiten anderer Autoren 
hervorgerufene Widerspriiche aufzuklaren. 

Bevor mit natiirlichen Boden gearbeitet wurde, sollte der Einflu8 des 
pu-Wertes auf kiinstlichen Nahrsubstraten und in part. steril. Boden 
geklart werden, weil im 1. Falle ein zu groBer Faktorenkomplex zu- 
sammenwirkt. 

Als Nahrsubstrat diente Czaprx-Agar. Die Reaktion wurde durch n NaOH und 


a HCl eingestellt. Je 100 cm? Czapex-Agar wurden in 250 em? fassende Stehkolben 


hergestellt, wie tiblich 1 Std bei 110° C im Autoklaven sterilisiert, auf 70° C abge- 
kiihlt, entsprechend mit Saure und Lauge versetzt, dann wurde der py-Wert be- 
stimmt. Danach wurde der Nahrboden mit einer sterilen Pipette zu je 20 cm® in 
Perrt-Schalen von gleicher GréBe abgefiillt. Eine Verinderung der Reaktion durch 
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die Temperatur in einem Mage, das die erforderliche MeBgenauigkeit iibersteigt, ist 
nicht anzunehmen, da die Temperatur des Agars verhaltnismaBig niedrig ist. Die 
Versuche umfaBten einen Reaktionsbereich vom px-Wert 4,2—8,1 und wurden 
in 4 Wiederholungen durchgefiihrt. 

Verwendet wurden die Pilzstimme J 6a, und J 7d, von gleichaltrigen Kulturen 
auf CzaPeK-Agar. Die Uberimpfung auf den vorbereiteten Nahrboden erfolgte durch 
mit dem Korkbohrer ausgestochene myceldurchwachsene Agarscheiben. Danach 
wurden die Pythiumkulturen im Dunkeln bei 17—20°C gehalten. Der Versuch 
begann am 21. 10., 17,45 Uhr und endete am 23. 10., 10,20 Uhr. Die Durchmesser 
der Pilzkolonien wurden mit dem Zirkel kreuzweise ausgemessen (Tab. 14). 


Tabelle 14. HinfluB des pa-Wertes auf das Wachstum von Pythium de Baryanum auf 
CzaPEK-Agar. 


Pythium de Durechmesser in cm bei 


Baryanum-Stamm 


| 


| Pu 4,2 | PH 5,5 | PH 6,5 | Po 7,0 | Pu 8,1 


Tre 1,5 + 0,12/7,8 + 0,03 7,6 + 0,14/6,7 + 0,14) 5,6 + 0,06 
Pidy eee 1,5 + 0,09|7,0 + 0,07 6,9 + 0,09 6,1 + 0,06 5,0 4+ 0,11 


Das Wachstum beider Pilze erreicht sein Maximum bei einem px- Wert 
von 5,5. (BucHottz [1938] gibt den optimalen px-Wert fiir das Wachs- 
tum auf Kartoffeldextroseagar mit 5,5—6,0 an.) 

Beim nachsten Versuch wuchs Pythium I 6a, durch eine Schicht des partiell 
sterilisierten Lehmbodens Nr. 3, dessen py-Wert durch Zugaben von Ca(OH), nach 
folgendem Schema verandert wurde: 

1. 1000 g Boden + 0g Ca(OH), — entsprechend einem pq 5,8, 
2. 1000 g Boden + 10 g Ca(OH), —entsprechend einem pg 6,4, 
3. 1000 g Boden + 20 g Ca(OH), — entsprechend einem px 6.9, 
4. 1000 g Boden + 30 g Ca(OH), — entsprechend einem px 8,5. 

Der Boden wurde griindlich mit Ca(OH), vermischt, dann bis zur Aufnahme von 
40% der vollen Wasserkapazitit angefeuchtet und 2 Wochen lang in Tontépfen 
aufbewahrt. Danach wurde er nochmals durchgemischt und im Autoklaven 11% Std 
bei 0,5 atti sterilisiert. Der Wassergehalt wurde iiberpriift und erganzt und im 
AnschluB daran der py-Wert festgestellt. 

Der Pilz wurde vorher auf Haferflockenagar in Perri-Schalen von 12 em Durch- 
messer kultiviert; die Temperatur betrug wihrend des Versuchs 20° C. 


Das Ergebnis findet sich in Tab. 15. Das Optimum liegt hier bei 
PH 6,4. 


Tabelle 15. Hinflup des py auf das Wachstum von Pythiuwm de Baryanum in part. 
sterilisiertem Lehmboden. 


Wachstumsgeschwindigkeit in mm/Std 


Pu = 5,8 | Pu = 6,4 | Pr = 6,9 | PH = 8,5 
0,60 -- 0,01 | 0,64 + 0,02 | 0,53 + 0,02 | nicht 
gewachsen 


Da der Pilz durch die Bodenreaktion beeinflu8t wird, war das auch 
fir die Infektion an der Wirtspflanze zu erwarten, bei der allerdings 
auch die letztere einen wichtigen Faktor darstellt. 
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Der Kinflu8 auf die Infektion in den gleichen part. sterilisierten Béden wurde an 
Luzerne untersucht, die mit J 6a, infiziert war. Es wurde der Rest der vom vorigen 
Versuch tibriggebliebenen Boden verwendet, und zwar fiir jeden der 4 oben an- 
gefiihrten Boden je eine Gruppe (4fache Wiederholung) Infektionsversuche und je 
eine Gruppe Kontrollversuche ohne Pilz. Der Versuch dauerte bei schwankenden 
Temperaturen 15 Tage. Jeder Topf enthielt 20 Pflanzen. Bei der Ernte wurden die 
iiberlebenden Pflanzen gezahlt und die Verluste festgestellt. 

Tab. 16 bringt die Ergebnisse. Beim Wachsen der Pilze durch eine 3,5 cm 
dicke Bodenschicht wurde die maximale Wachstumsgeschwindigkeit bei 
pu 6,4 erreicht, bei pq 8,5 war der Pilz wihrend der Versuchszeit iiber- 


haupt nicht gewachsen. Im Vergleich zum kiinstlichen Substrat ver- 


Tabelle 16. Hinflup des Boden-py auf die Infektionsstirke von Pythium bei Luzerne. 


Boden- pa — 5,8 Pu — 6,9 PH — 8,5 
in- — — -—- - ; 
Boden- fektion| Aus- | Ge- | Aus- Ge- Aus- Ge- 
behandlung mit | gelegte | erntete | Verlust | gelegte | erntete | Verlust| gelegte | erntete | Verlust 


Pythi- | Samen 
Um je GefaB 


Pflanzen Samen | Pflanzen Samen | Pflanzen 
je GefaB % je GefaB\je GefaB) % je GefaB\je GefaB % 


| 
<ontrolle — 20 |20,0 + O | 20 |20,0+ 0 20 |20,0 + 0 


art. ster. | 0,0 0,4 0,0 
Dart. ster. + 20 hee 25 20 |16,0+) 20 20 |20,0 + 0) 


| oh | 0,4 0,0 


schiebt sich also das Maximum des Wachstums im gekalkten Boden 
nach der alkalischen Seite hin; der Abfall bei weiterer Steigerung des 
pu-Wertes ist aber dann viel rascher. Betrachten wir dazu die Ergeb- 
nisse des Infektionsversuchs. Im ungekalkten infizierten Boden betraigt 
der Verlust 25% der Pflanzen des KontrollgefaBes, bei einer Kalkung 
bis zum pp-Wert 6,9 noch fast unverandert 20%. Aber bei einem px 8,5 
wird der Verlust 0%, was vollkommen mit dem Ergebnis des Wachs- 
tumsversuchs im Boden iibereinstimmt; denn hier ist der Pilz tiber- 
haupt nicht gewachsen. Aus diesen Versuchen kénnen wir schlieBen, 
daB die in dieser Arbeit verwendeten Stémme von Pythiwmde Bary- 
anum im kiinstlichen Substrat, wo der py-Wert durch Zugabe von 
HCl bzw. Na(OH) verandert wird, einen verhiltnismaBig breiten Wachs- 
tumsbereich aufweisen. Im gekalkten Boden sind sie aber gegen Ver- 
anderungen des py-Wertes nach der alkalischen Seite erheblich 
empfindlicher. 
2. Der HinfluB der Bodenfeuchtigkeit. 

Ein zweiter abiotischer Hauptfaktor in den Beziehungen zwischen 
Wirtspflanze und Parasit ist der Wassergehalt des Bodens. N ach GRILL 
(1939) und Bucnoxrz (1938) hat die Bodenfeuchtigkeit auf die Ver- 
stirkung der Infektion keinen besonderen HinfluB. 


Zunachst wurde der EinfluB der Bodenfeuchtigkeit auf die Wachstumsge- 
schwindigkeit des Pilzes im part. steril. Boden untersucht. Benutzt wurde Sandboden 
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aus Rheinbach mit drei verschiedenen Wassergehalten (siehe Tab. 17). In den 
beiden letzten Fallen wurden die Béden zuerst entsprechend angefeuchtet und dann 
alle drei zusammen im Autoklaven bei 0,5 atii 114 Std sterilisiert. Nach der Sterili- 
sation wurde der Wassergehalt nachgepriift und erganzt. Fiir diesen Versuch wurde 
eine Kultur von Pythium I 6a, auf Haferflockenagar (20 cm? je Prrrt-Schale) 
gewahlt. Die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit erfolgte nach der friiher 
beschriebenen Methode. Der Pilz hatte eine 4 cm starke Bodenschicht zu durch- 
wachsen. Die Temperatur betrug 21—22°C. Der Versuch dauerte vom 14. 5. bis 21. 5. 


Nachstehend die Ergebnisse (Tab. 17): Wie der Versuch zeigt, hat 
der Wassergehalt unzweifelhaft einen EKinflu8 auf die Wachstums- 


Tabelle 17. Hinflug der Bodenfeuchtigkeit auf das Wachstum von Pythium in part. 
sterilisiertem Boden (Sand). 


| 
Bodenfeuchtigkeit % : * | Pa 
der max. Wasserkapazitiat Luittrocken / 30% / % 


Wachstumsgeschwindigkeit nicht gewachsen 1,20 + 0,04 


0,95 + 0,05 
in mm/Std 


geschwindigkeit. Die Tabelle besagt das Erforderliche. Die Wachstums- 
geschwindigkeit allein ist aber noch nicht ausschlaggebend fir die 
Aggressivitat des Pilzes, vielmehr spielten die Aktivitaét und die Konzen- 
tration der gebildeten Toxine die 
Hauptrolle. Die Konzentration wird 
aber bei hoher Bodenfeuchtigkeit 
verringert (WINTER 1939c). 

Um den Einflu8 der Bodenfeuchtig- 
keit auf die Infektionsintensitaét zu 
untersuchen, wurden Sand und Lehm- 
boden in part. steril. und nicht steril. 
Zustand verwendet. 


0 Kontrolle (ohne Pilz) 
infiziert 


N 


* Der Humussand war anderer Herkunft, 
da die friiher benutzte Sorte nicht mehr zu 
erhalten war. Um gréBere Schwankungen 
des Wassergehalts zu verhindern, wurde 
der Versuch in MrrscHer.icnu-GefiBen 
durchgefiihrt und ein Gehalt von 50% und 
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Abb. 7. 
Langenwachstum von Luzerne in Zentimeter 
bei verschiedenem Wassergehalt des Bodens. 


aber die Pflanzen noch wachsen kénnen. 
Der Wassergehalt wurde zweimal taglich 
durch Wagen der GefaBe kontrolliert. Als 
Versuchspflanze diente Luzerne. Die iiber- 


lebenden Pflanzen wurden gezihlt und ihre Trockenmasse bestimmt. 

Zur besseren Charakterisierung des Entwicklungszustandes der Pflan- 
zen wurden alle oberirdischen Pflanzenteile gemessen und die Ergebnisse 
fiir die einzelnen Bodenarten gesondert graphisch dargestellt (Abb. My 
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Auch die Wurzeln wurden nach dem bereits oben erwihnten 4-Kate- 
gorien-Schema bewertet. Die Ergebnisse zeigten, daB die Pflanzen bei 
einem Wassergehalt von 20% in allen Béden durch Wassermangel ge- 
litten haben. Das beweist ein Vergleich der Trockengewichte der Pflanzen 
aus den Kontrolltépfen bei einem Wassergehalt von 20% mit den ent- 
Sprechenden Gewichten bei dem héheren Wassergehalt von 50%. Der 
Gewichtsverlust tritt auf den einzelnen Biden folgendermafen in Er- 
scheinung (Tab. 18): 


Tabelle 18. Trockengewichtsdifferenzen bei Luzerne zwischen 20% und 50% 
Bodenfeuchtigkeit ohne Infektion. 


‘Part. sterilisiert Nicht sterilisiert 


Boden 
je GefaisB lie 100 Pflanzen je GefiB lie 100 Pflanzen 
| 
Bond sii, ey. een GRAZ SP aA 51%, | 49%, 
ARE nos i. uses hy (815% act bate 14% 43%, 42% 


Ks ist charakteristisch, daB die Pflanzen im part. und im nicht steril. 
_ Sandboden ziemlich gleich auf den Wassergehalt reagiert haben, wahrend 
sich beim Lehmboden in dieser Beziehung groBe Unterschiede finden. 
Die Ursache dafiir ware vielleicht darin zu suchen, dafB die wasser- 
haltende Kraft des Bodens durch das Erhitzen verringert und damit 
der Boden physiologisch feuchter wird. 

Ein Vergleich der Pflanzenverluste auf infizierten Boden nach Anzahl 
(Tab. 19) und Gewichtsverminderung zeigt (Tab. 20) den groBten Ver- 
lust der Zahl der Pflanzen bei den part. steril. Boden mit 20% Wasser- 
gehalt. Am deutlichsten macht sich das am Sandboden bemerkbar, auf 
dem auch die Kontrollpflanzen am meisten auf den Wassermangel 
reagierten. 


Tabelle 19. Zotalschiden an Luzerne bei 20 und 50% Bodenfeuchtigkert. 


Part. steril. Unsteril. 
Boden Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt 
20% 50% 20% 50% 
Bradbadnad 0% : hell maT 96/4: ater! 60%, | 19% | 18%, 
th ad S71 th 120% 10% 0% 


Auf den nicht steril. Boden verringert sich der Unterschied und 
gleicht sich teilweise aus. Der Gewichtsverlust ist (auf 1 Topf berechnet) 
in den part. steril. Boden allgemein gréfer bei einem Wassergehalt von 
20% als bei einem von 50% und ist am groBten im Sandboden. Berechnet 
man das Trockengewicht dagegen fiir 100 Pflanzen, so gleichen sich 
die Unterschiede weit mehr aus, die Tendenz bleibt jedoch dieselbe. Im 
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nicht steril. Boden sind die Verhiiltnisse umgekehrt. Der Verlust ist bei 
20% Wassergehalt, sowohl auf den Topf als auf 100 Pflanzen berechnet, — 
geringer als beimWassergehalt von 50%. 


Tabelle 20. Gewichtsverlust an Luzerne durch Pythium-Infektion bei verschiedener — 
-Bodenfeuchtigkeit (20 und 50%). 


Part. steril. Unsteril. 
je GefaiB je 100 Pflanzen je GefiB | | je 100 Pflanzen 
Boden 
| Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt 
20% | 5O% 20% | 50% 20% |. 50% 20% | 50% 
Stade ee. meme 82% | 67% | 39% | 35% | 26% | 37% | 9% | 24% 
ten ee 65% | 52% | 44% | 40% | 11% | 28% | 2% | 28% 


Im mittleren Langenwachstum (Abb. 7) reagieren die Pflanzen eben- 
falls verschieden auf den Wassermangel. Besonders deutlich fallt das 
ins Auge, wenn wir die Kontrollgefaie bei 20% und 50% Wassergehalt 
auf part. steril. und nicht steril. Boden miteinander vergleichen. Bei 
einer Bodenfeuchtigkeit von 50% sind die Pflanzen tiberall langer. Bei 
gleichem Wassergehalt sind sie im part. steril. Boden langer als im nicht 
sterilisierten. Im infizierten Boden ist der Unterschied im Wachstum 
zwischen den infizierten und den Kontrollt6pfen auf den part. steril. 
Béden gréRer als auf den nicht sterilisierten. Das ist nicht nur auf das 
geringere Liingenwachstum der auf dem infizierten part. steril. Boden 
gewachsenen Pflanzen zuriickzufiihren, sondern auch auf die gréBere 
Linge der auf'dem part. steril. Boden gewachsenen Kontrollpflanzen. 


Fassen wir zuletzt die Wurzelbeschidigungen ins Auge. Bei einer 
Bodenfeuchtigkeit von 20% finden sich im part. steril. Sandboden 64% 
mittel und schwer beschadigte Wurzeln, jedoch nur 56% bei einem 
Wassergehalt von 50°. Im Lehmboden verhilt es sich anders; hier 
betragen die entsprechenden Zahlen bei 20% Wassergehalt 38%, bei 
50% Wassergehalt 61°% geschidigte Wurzeln. Unter nicht sterilen Be- 
dingungen gleichen sich die Unterschiede erheblich aus. Im Lehm ist 
die Zahl der beschiidigten Wurzeln bei 20% Wassergehalt gréBer als bei 
50% ; im Sand ist es umgekehrt, hier findet man bei einem 20% igen 
Wassergehalt 32% und bei 50%igem Wassergehalt 47° beschidigte 
Wurzeln. 

Es 1aBt sich zusammenfassend sagen, daB die Bodenfeuchtigkeit 
wohl einen wichtigen Faktor fiir Pythiwm darstellt, daB aber sein Ein- 
fluB hinter den Erwartungen zuriickbleibt. Einer Steigerung des Wasser- 
gehalts von 30% auf 60% der max. Kapazitit entspricht eine Erhéhung 
der Wachstumsgeschwindigkeit des Pilzes um 26%. Beriicksichtigt man, 
daB zwischen einem Boden mit einem Wassergehalt von 30% und einem 
gleichen mit 60% ein groBer Unterschied besteht, so erscheint dieser 
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erste Geschwindigkeitszuwachs nicht sehr auffallend. Kontrollversuche 
ergaben, daB bei einem Wassergehalt von 20% die Pflanzen in allen 
Bodden mehr oder weniger unter Wassermangel zu leiden hatten, was 
am deutlichsten in Sand und am wenigsten in part. steril. Lehmboden 
der Fall war. 

Die Infektionsversuche zeigen, da die gré8ten Verluste, sowohl am 
Gewicht der Pflanzen wie auch an den Schiiden gemessen, gerade auf 
part. steril: Boden mit 20% Feuchtigkeit auftraten und in besonderem 
MaBe auf Sand. Da das Edaphon auf den steril. Boden keine Rolle 
spielt, die im Boden vorhandenen Hemmstoffe aber zum grofen Teil der 
Hitze zum Opfer gefallen sein miissen, diirfte wohl als Grund fiir die 
auffallend stirkere Infektion auf wasserarmen Béden in Frage kommen, 
da® der Wassermangel fiir die Pflanze erheblich gréBer ist als es hier fir 
den Pilz zutrifft. 


3. Der EinfluB der Temperatur. 


Gerade die Temperatur als Umweltfaktor ist bei der Infektion durch 
’ Pythium recht oft erwihnt worden. Im Rahmen dieser Arbeit bestand. 
aber keine Méglichkeit, diesen Umstand im Infektionsversuch mit 
Pflanzen zu iiberpriifen, denn meistens konnten die Versuche nur in 
einem Gewiichshaus bei schwankenden Temperaturen durchgefihrt 
werden. Doch wurde das Wachstum der in Frage kommenden Pilz- 
stimme J 6a, und 7 d, bei verschiedenen Temperaturen beobachtet. 
Dazu wurden diese in Perrt-Schalen auf CzareK-Agar bei folgenden konstanten 
Temperaturen gehalten: +3 bis 5°C, +10°, +15°, +20°, +25°,-+30°, +35°C. 
Jeder Versuch wurde 4fach wiederholt. In jeder Perri-Schale befanden sich 15 em? 
Agar Zum Schlu8 des Versuches wurden die Durchmesser der Pythiwmkulturen. 
gemessen. Die Werte finden sich in Tab. 21. 


Tabelle 21. Wachstum der Pythiumstimme bei verschiedenen Temperaturen auf. 
CzaPEK-Agar. 


Kulturdurchmesser in cm/24 Std bei Temperaturen yon 
ee Bhs (Chall es aera, +15° © 420° C 4+ 25°C | + 30°C +.35° 
-ythium nicht ge- ina 3.2 7,5 7,6 ie 5,9 
I 6a, wachsen | + 0,00 + 0,05 -+_ 0,10 + 0,08 + 0,10 + 0,05 
-ythium nicht ge- | Spuren 0,9 7,6 5) 750 6,0 
bid, wachsen + 0,00 + 0,06 -- 0,04 + 0,05 + 0,25 


Bei einer Temperatur von 3—5° C wuchsen die Pilze nur sehr lang- 
sam. In 16 X24 Std bildeten sie Kolonien von 9,0 em Durchmesser. Das 
Optimum lag zwischen 20—30° c 

Die Priifung des Wachstums bei verschiedenen Temperaturen zeigt, 
in welchen Grenzen ungefahr die Temperatur die Infektion ginstig 


6* 
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beeinflussen kann. In manchen Fallen ging bei den Pflanzenversuchen 
die Temperatur wenigstens fiir einige Zeit auf + 10° C herunter und 
manchmal, besonders an sonnigen Tagen, stieg sie auf + 35° C. Bei den 
Topfversuchen mu man mit diesen Umstinden rechnen, denn die Ge- 
faBe nehmen, wenn auch je nach ihrer GréBe erst nach einiger Zeit, 
die herrschende AuBentemperatur an. 


VII. Bodenanalysen. 


Es ist aus den Arbeiten von ScHarrnit und seinen Mitarbeitern (1928, 1930) 
bekannt, daB die Pflanzennihrstoffe eine bedeutende Rolle in der morphologisch 
und physiologisch bedingten Resistenz spielen. Auch BONING (1933—34) auBert die 
Auffassung, daB diese Erscheinung in dem Aufbau und dem Stoffwechsel der ver- 
schieden ernahrten Pflanzen begriindet ist. ; 

Um iibersehen zu kénnen, inwieweit die in der vorliegenden Arbeit festgestellte 
Hemmung der Infektion durch Lehmboden- und Ton-Aufschwemmung durch 
Ernahrungsfaktoren bedingt sein kénnte, ist ein Einblick in den Gehalt der Boden 
an Nahrstoffen unerlaBlich. Die Analysenergebnisse fiir die verwendeten Versuchs- 
béden zeigt Tab. 22. 


Tabelle 22. Bodenanalysen. 


Kalk- | Phosphor- | Kali- Ab- 
Boden PH bediirftig- | bediirftig- | bediirftig- |schlammbar 
| keit keit keit | % 
Le Ruheiiesnt. kat grad a eee net cee Be wo? 16 
2. Tannenbusch (Sand) . . 6,4 0 1 2 | 9,6 
3. Lehm-Versuchsfeld. . .| 6,9 1 ta) gee 
4:\Tehin as Lippe 250, 1" PR eo nh were 1 tis) Rrgae 
5. Lehmaus Rheinbach . . | 5,8 1 . 2 1 | §14 
EE FLOOR Fe bay 2 oe 
ToL OM DOS soir ui ane eee | 0 / 1 / 0 26.0 
Kalkzustand: 0 nicht kalkbediirftig, 1 bedingt kalkbediirftig, 2 unbedingt kalk- 
bediirftig. — Phosphorsiurezustand nach Eaner: 0 nicht phosphorsaurebediirftig, 


1 schwach phosphorsiurebediirftig, 2 unbedingt phosphorsaurebediirftig. — Kali- 
zustand nach Rinum: 0 nicht kalibediirftig, 1 schwach kalibediirftig, 2 unbedingt 
kalibediirftig. 


Aus den Zahlen der Analysen geht hervor, da8 alle diese Béden mehr oder 
weniger K- und P- bediirftig sind, auch die Lehmbéden, auf welchen die Infektion 
am geringsten war. In bezug auf Kalkmangel waren die Boden nicht oder bedingt 
bediirftig. So scheint es, daB von dem Standpunkt des K-, P- und Ca-Mangels und 
N-Uberschusses die infektionshemmende Wirkung von Lehm und teilweise auch der 
Komposterde nicht zu erkliren ist. 

Kin anderes Bild zeigen die Schlammanalysen, aus welchen zu erkennen ist, daB 
gerade die Lehmbéden (Kompost bedeutend weniger, aber viel mehr als Sand), den 
groBten abschlammbaren Anteil besitzen. 

Es ist bekannt, daB die Tonfraktion des Bodens und auch Bestandteile des 
Humus einen kolloidalen Charakter haben, obwohl von dem letzten in unserem 
Falle nur so weit die Rede sein kann, als die organischen Bestandteile des Komposts 
in Humus umgewandelt sind. Humus und Ton bilden im Boden sogenannte kolloi- 
dale Komplexe, deren Auswirkung vielseitig ist. Die Fahigkeit der Kolloide, gewisse 
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Stoffe, darunter auch die Ionen wichtiger Nahrstoffe, aus Loésungen zu adsorbieren, 
ist bekannt. Wie die Versuche zeigen, hatte das GieBen mit Tonwasser auch auf das 
Wachstum der Wirtspflanze einen positiven EinfluB ausgeiibt, der in physiologischer 
Hinsicht nicht unterschatzt werden darf. Man mu8 den Tonkomplex nicht nur vom 
Standpunkt der Bindung eventuell toxischer Stoffe betrachten, sondern vom ge- 
samten physiologischen Standpunkt. 


Vill. Die Bedeutung der Antagonisten bei der Infektion durch Pythium. 


Es soll nun, nach der mehr summarischen Betrachtung des Bodens, 
der Einflu8 bestimmter Pilze auf die Entwicklung und die Infektion 
von Pythium und die Einwirkung toxischer Stoffe dieser Organismen 
auf die Pflanzen untersucht werden. 

Wie bereits eingangs gesagt wurde, besteht iiber diese Fragen eine umfangreiche 
Literatur. Beziiglich unseres Objektes ist die Arbeit von M. G. ALLEN und G. M. 
HAENSELER (1935) zu erwahnen, in welcher die Infektion von Gurken und Bohnen 
durch Pythiwm, Rhizoctonia und Trichoderma, sowie der kombinierte Einflu8 von 
Trichoderma + Pythium und Trichoderma + Rhizoctonia betrachtet wird; ferner 
die Untersuchungen von Trims (1932) iiber den Antagonismus eines Actinomyceten 
gegen Pythiwm bei der Infektion des Zuckerrohrs durch Pythium und die Arbeit von 
. vAN Lusk (1938) tiber den Antagonismus zwischen verschiedenen Mikroben und 
Pythium-Arten, die an Gras und Luzerne parasitieren. 


I. Material und Methoden. 


Die folgenden Versuche wurden teilweise unter sterilen, teilweise unter 
natirlichen Bedingungen durchgefiihrt. Es wurde der Pythiuwmstamm 
I 6a, gewahlt, auf den man verschiedene andere Bodenpilze, die unter 
natiirlichen Verhaltnissen des Antagonisten in Frage kommen k6nnten, 
einwirken lie8, um die Wechselwirkung im festen, kiinstlichen Substrat 
und in der Fliissigkeitskultur zu studieren und auch den Einflu8 der von 
den Pilzen ausgeschiedenen Stoffe auf die Entwicklung von Pythiwm 
zu priifen. SchlieBlich wurde die Wirkung jener Pilze, die in einem der 
kiinstlichen Substrate das Wachstum von Pythiwm zu hemmen im- 
stande waren, auf den Infektionsvorgang durch Pythiwm im Boden 
untersucht. Der direkte EinfluB toxischer Stoffe dieser Antagonisten auf 
die Pflanze selbst wurde festgestellt, indem man diese Stoffe direkt in 
die Blatter der Pflanze diffundieren lieB und diesen unmittelbaren Ein- 
flu8 der Antagonisten auf die Entwicklung der Pflanze selbst beobach- 
tete. Es war ja von Wichtigkeit, solche Antagonisten aufzufinden, die 
der Pflanze gegeniiber Iteine groBe Pathogenitit zeigen, aber imstande 
sind, dem Bodenparasiten erheblichen Schaden zuzufiigen. Als Ver- 
suchspflanze diente, wie schon friiher, die Luzerne. 


a) Die Isolierung der Antagonisten. 


Zur Gewinnung von Bodenpilzen, die auf ihre antagonistischen Fahigkeiten tiber- 
priift werden sollten, wurden kleine Kliimpchen von natiirlichem Lehm-, Sand- und 
Kompostboden auf Haferflocken., CzaPEK-, Kirschsaft- und Riibenkraut-Agar 
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ausgelegt. Ferner wurden von diesen Boden Aufschwemmungen verschiedener Kon- 
zentration hergestellt und diese in nahe an die Erstarrungstemperatur abgekihlten — 
Agar gebracht. Um die Pilze unter Fernhalten von Bakterien zu isolieren, wurden | 
nur eiweiBarme Nahrbéden gewahlt, auf denen sich nach einigen Tagen kleine Pilz- 
kolonien zeigten, die, bevor sie einander beriihrten, unverziiglich auf neue Nahr- 
béden, hauptsachlich Haferflocken- und CzaprK-Agar, tiberimpft wurden. 

Unter den 60—70 auf diese Art gewonnenen Isolierungen waren 
folgende Pilze vertreten: Pythiwm (nicht viel), Mucor (erheblich mehr), 
Trichoderma (zahlreich), Fusarium (mittelmaBig), T'richothecium roseum 
(wenig), Penicillium (wenig), Alternaria (wenig), Rhizoctonia (wenig), 
Moniliopsis Aderholdii = Rhizoctonia solani (Vermehrungspilz, nicht 
viel). 

Fir die weiteren Versuche wurden Pilze ausgewahlt, deren Wachs- 
tumsgeschwindigkeit der von Pythium gleich war oder darunter blieb 
und. deren Luftmycelentwicklung Pythium nicht durch Uberwucherung 
gefahrden konnte. 


b) Die Uberpriifung der antagonistischen Eigenschaften. 


An festen Nahrbéden wurden hauptsichlich Haferflocken- und CzaprK-Agar 
verwendet. Pythiwm und der vermutliche Antagonist wurden durch kleine Mycel- 
stiickchen an gegeniiberliegenden Riandern einer Perri-Schale geimpft. Wenn der 
letzte eine nur sehr geringe Wachstumsgeschwindigkeit hatte, wurde Pythiwm erst 
einige Tage spaiter geimpft, um eine Unterdriickung des schwacher wachsenden 
Pilzes zu verhindern, bevor er tiberhaupt zum Wachstum und somit zur Toxin- 
bildung gekommen war. Diese Versuche 
wurden mit folgenden Pilzen durchgefiihrt: 


Moniliopsis 1, Trichoderma 4, Fusarium 1, 
Penicillium 2. 

Mit Moniliopsis. Moniliopsis 

a wichst sowohl auf Haferflocken- als 


yn 


auch auf CzaprK-Agar langsamer als 


fScatn 
Vn Pythium, weshalb er einige Tage vor 
SS diesem geimpft wurde. Moniliopsis 
wachst radiar und bildet abwechselnd © 
helle und dunkle Zonen, die durch 
Pseudosklerotien gekennzeichnet sind. 
Auch Pythium wichst radiar, und bei 
dem Zusammentreffen beider Pilze ist 
Abb. 8. Pythium (P) und Monitliopsis (M) keine scharfe * Trennungslinie zu be- 
auf festem Agarnihrboden, obachten, wohl eine kleine Zuriick- 
haltung im Wachstum, aber dann iiber- 
wuchert Moniliopsis, weiterhin radiiir fortwachsend, Pythium vollstandig. 
Kine mikroskopische Uberpriifung der Linie A—B (Abb. 8) an meh- 
reren Stellen zeigt, da8 im Punkt 7 beide Pilze durcheinander wachsen, 
eine Beobachtung in Richtung A ergibt das gleiche Bild, wihrend in 


® 
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Richtung B weniger Mycel von Pythium als im Punkt J und in Rich- 
tung A zu finden ist. 


Mit Trichoderma. Wie die Vorversuche zeigten, bilden auch Py- 
thium und Trichoderma auf CzapEK-Agar keine ,,freie Zone“, in der beide 
Pilze nicht wachsen, sondern es findet auch hier ein gegenseitiges Durch- 
wachsen statt, das aber mit eigentiimlichen Erscheinungen, die auf 
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Abb. 9a. 


Abb. 9a—c. Entwicklungsstérung von Pythiwm 
und Trichoderma auf festem Nahrboden. 


Abb. 9a. Trichoderma 2 + Pythium I 6a,. 
T Trichoderma. P Pythium A Luftmycel (Py- 
thium) am 24.1. B Fruktifikationszon am 24. 1. 
C Trichoderma am 22.1. 


Abb. 9b. Trichoderma 3 + Pythium I 6a. 

T Trichoderma (geimpft am 18.1.). P Pythium 
(geimpft am 18.1.). A Luftmycel am 24. 1. 
B Trichoderma am 25.1. C Fruktifikationszone 
am 26.1. D Trichoderma am 24.1. LE Pythium 
am 22.1. F Trichoderma am 22.1. 


Abb. 9c. Trichoderma 4 + Pythium I 6a,. 
T Trichoderma. A Trichoderma am 25.1. B Luit- 
mycel (Pythium) am 25.1. C Fruktifikations- 
zone am 26.1. D Trichoderma am 22.1. H Luft- 

mycel (Trichoderma) grin am 25.1. 
gegenseitige Negation hinweisen, verkniipft ist. Die 4 Pilze der Gruppe 
Trichoderma wiesen morphologische Unterschiede auf: Zwei davon 
bildeten verhaltnisma8ig schnell ein Luftmycel aus, wogegen die anderen 
beiden schnell zu griinen oder gelben Réischen auswuchsen. Der groBeren 
Klarheit halber bezeichnen wir die Pilze mit den beim Versuch benutzten 
Nummern (2, 3, 4, 9). 1. Gruppe ohne Luftmycel: Nr. 2, Nr. 3; 2. Gruppe 
mit Luftmycel: Nr. 4, Nr. 9. 

Aus der 1. Gruppe wurden die Pilze 2 und 3, aus der 2. Gruppe Nr. 4 
zusammen mit Pythium auf CzapEK-Agar geimpft, teilweise T'richo- 
derma gegen Pythium mit einem Vorsprung von einigen Tagen. Wie 
die schematischen Zeichnungen (Abb. 9) zeigen, ist fiir die Kombination 
beider Pilze charakteristisch, da8 Pythiwm die Ausbildung des Luftmycels 
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einschrankt, das nur noch am Rande der Perri-Schale zu finden 
ist. Wie die normale Entwicklung von Pythiwm, so ist auch die von — 
Trichoderma gestért. Der Pilz bildet ein schwaches Luftmycel, dariiber 
hinaus ist fiir diese Vertreter von Z'richoderma charakteristisch die— 
Fruktifikationszone, die sich bei 7'rich. 3 und 4 schon recht tief in dem 
von Pythiwm besetzten Raum befindet. Bei Trich. 2 befindet sie sich 
an der Beriihrungsgrenze beider Pilze. Das weist auf Beziehungen 
zwischen T'richoderma und Pythiwm hin, die fiir beide Teile nicht positiv 
sein kénnen; denn die morphologische Gestaltung des Gesamthabitus 
beider Pilze ist fiir einen solchen Zustand charakteristisch. Mikrosko- 
pische Beobachtungen von T'richoderma zeigen, dab, soweit man das 
beurteilen konnte, das Wachstum von Pythiwm in dem von Trichoderma 
besetzten Raum schwicher ist als das Wachstum von Trichoderma im 
Pythium-Gebiet. Das bestitigt noch einmal das Vorhandensein einer 
gegenseitigen Hemmung, wobei, wie es scheint, die antagonistischen 
Krafte von Trichoderma gegen Pythium stiirker sind als umgekehrt. 


Mit Fusarium. Pythium und Fusarium wurden auf Haferflocken- 
agar geimpft, Fusarium einige Tage friiher. Beide Pilze bilden ein Luft- 
mycel. An der Beriihrungszone grenzen sie sich durch eine schmale, 
aber deutliche Trennungslinie klar voneinander ab. Dabei schrankt 
Pythium und ahniich auch Fusarium die Entwicklung von Luftmycel 
kaum ein. Auf Kirschsaftagar kann diese Erscheinung nicht beobachtet 
werden, denn das Luftmycel beider Partner ist hier sehr schwach ent- 
wickelt. Auch eine Trennungslinie wie auf dem Haferflockenagar war 
nicht zu sehen. Bei mikroskopischer Beobachtung der Beriihrungszone 
waren beim Mycel von Pythium verkriippelte Hyphen zu erkennen. 

Mit Penicillium. Beide Penicilliumarten bilden auf Haferflocken- 
und Czaprk-Agar eine schmale Trennungslinie, die spater ebenso wie der 
ganze Pilz durch das Luftmycel von Pythiwm iiberwuchert wird. Bei 
Penicillium 8 zeichnet sich diese Linie auf CzaprK-Agar durch eine 
karminrote Zone ab. 


Versuche auf fliissigem Ndhrboden. Wie aus den Versuchen auf 
festem Nahrboden zu ersehen ist, li8t sich die fiir die Antagonisten 
charakteristische ,,freie Zone‘‘ nicht immer feststellen. Die Pilze iiber- 
wachsen einander und wachsen zusammen, manchmal treten auch kleine 
morphologische Verinderungen auf, die jedoch noch nicht als fiir den 
Antagonismus charakteristische Erscheinungen gewertet werden kén- 
nen. Kin positives Ergebnis war eher zu erwarten durch Zugabe von 
Substratfliissigkeit, in welcher der vermutliche Antagonist kultiviert 
worden war, zu fliissigem Nihrboden. 

Die auf festem Nahrboden kultivierten Pilze wurden auf KNopsche Lésung in 


250 em? fassende Stehkolben iiberimpft. Auf 100 cm* dieser Nahrfliissigkeit 
wurden die Pilze 15 Tage lang gehalten, darauf wurde diese durch das EK-Filter 
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filtriert und zu der vorher hergestellten und sterilisierten KNopschen Lésung hinzu- 
gefiigt. Auf. 50 cm’ Knopsche Lisung wurden 50 cm der Fliissigkeit, in welcher der 
Antagonist kultiviert war, genommen. Um die Knorsche Lésung nicht durch den 
Zusatz der teilweise schon durch den Antagonisten verbrauchten Nahrstoffe der 
anderen Fliissigkeit zu verdiinnen, wurde ihre Konzentration um 50% erhoht, mit 
Ausnahme der KontrollgefaBe, in denen Pythiwm ohne Zusatz kultiviert wurde. 

_ Dann wurden alle Kolben mit Pythiwm I 6a, beimpft und in einer Isolierzelle bei 
20° C aufgestellt. Nach 14 Tagen wurde der Versuch beendet. Die Myceldecke von 
Pythium wurde auf vorher gewogenen Filtrierpapierscheiben bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet. Die Ergebnisse zeigt Tab. 23. 


‘Tabelle 23. T'rockengewicht (in mg) des Pythiwmmycels nach Zusatz gleicher Teile 
eines Nahrlosungsfiltrats einer anderen Pilzkultur. 


50 % KNoP + 50% Filtrat einer Kultur von 


KNOP 100% 


(Kontrolle) HR Nee dae Tricho- Tricho- Tricho- , Peni- Peni- 
Moniliopsis derma 2 derma 3 derma 4 usarium cillium 7 cillium § 
244 | 238 287 226 | 199 | 15 nicht ge- | nicht ge- 
| 
| | | | wachsen | wachsen 


Die Zahlen zeigen, daB Moniliopsis und Trichoderma 3 verhaltnis- 
maBig wenig das Gewicht des Pythiwmmycels beeinflussen, dal also 
die von diesen Pilzen ausgeschiedenen Stoffe auf Pythiwm kaum toxisch 
wirken; Trichoderma 2 zeigt sogar positiven EinfluB, denn das Gewicht 
von Pythium ist hier sogar gesteigert. Dagegen erweist sich Fusarium 
als toxisch, und beide Penicilliumarten schrinken das Wachstum von 
Pythium vollig ein. 

Um die Wirkung des Filtrats auf das Mycel direkt beobachten zu 
konnen, wurde das in diesen Filtraten geziichtete Pythiummycel mikro- 
skopisch iiberpriift. In einigen Fallen ist eine Loslosung und Schrumpfung 
des Plasmas, sowie eine Verkriippelung der Hyphen zu beobachten, so 
bei Moniliopsis, Trichoderma, Fusarium, wihrend in anderen Fallen 
nichts ahnliches zu sehen ist. Auch bei Trichoderma 4, wo das Filtrat das 
Wachstum von Pythiwm in Knopscher Lésung recht erheblich hemmt, 
sind keine bemerkenswerten Veranderungen des Pythiwmmycels fest- 
zustellen. 


ce) Physiologische Eigenschaften von Pythium und seinen 
Antagonisten. 

Alle diese Pilze wurden sowohl untereinander als auch mit Pythium in 
bezug auf Temperatur und py-Wert verglichen. Zu den oben erwahnten 
Pilzen trat noch Trichoderma 9 hinzu, der Trichoderma 4 ahnelt, sich 
aber durch stirkeres Wachstum auszeichnet. 

Der Einflup der Temperatur. Die Pilze wurden bei Temperaturen 
yon +3 bis 5°, + 10°, + 15°, + 20°, + 25°, + 30°, + 35° C in PErai- 
Schalen auf Ozapex-Agar (15 cm*® Agar je Schale) kultiviert. Die 
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Durchmesser der Kolonien wurden in entgegengesetzten Richtungen 
gemessen. Aus den Ergebnissen kénnen wir schlieBen: ; 

Die Grenzen der optimalen Temperatur sind bei Moniliopsis, Tri- 
choderma und Penicillium 7 enger als bei Pythium. Pythium wachst noch 
bei sehr niedrigen und hohen Temperaturen (83—5° C und 30—35° C), 
bei denen T'richoderma 4 und 9 nur noch gering oder iiberhaupt nicht 
wachsen. Auch bei hohen Temperaturen zeigt Pythium eine erheblich 
stirkere Vitalitat. In dieser Hinsicht verhalt sich Penicillium 8 ungefahr 
wie Pythium. Da die Wachstumsgeschwindigkeit von Pythium groB ist, 
so da sich unter den Bodenbewohnern in der Natur nicht viele finden 
werden, die hier mit diesem Pilz konkurrieren kénnen, kann diese Kigen- 
schaft und Fahigkeit bei niedrigen und hohen Temperaturen zu wachsen, 
eine bedeutende Rolle bei der Infektion durch Pythium spielen, wenn 
man sie im Hinblick auf den Antagonismus betrachtet. 

Eine andere Frage ist, in welchem Verhaltnis die Toxizitaét dieser Pilze zu der 
Temperatur steht. WEINDLING (1934) stellt bei der Betrachtung der antagonistischen 
Wirkung von Trichoderma lignorum auf Rhizoctonia solani fest, da% der toxische 
Stoff zerstért wird, je héher der py-Wert steigt, doch verlaiuft dieser ProzeB bei 
2°C langsamer als bei 24°C. DaB die Temperatur bestimmte physiologische 
Reaktionen beeinflussen kann, ist klar, und deshalb kann die Temperatur auch dort 
zu einem bestimmten Faktor werden, wo es sich um das Zusammentreffen von 
Pflanze und Parasit handelt. Méglich ist auch eine rein selektive Bedeutung. So 
stellten SaBasTano und Fawcett (1929) bei der Infektion von Citronen (Friichten) 
durch Aspergillus niger + Penicillium italicum + Penicillium digitatum fest, daB 
bei héheren Temperaturen Aspergillus, bei niedrigeren Penicillium italicum domi- 
nierte. Gleichzeitig lag das Optimum des Wachstums fiir Penicillium italicum bei 
einer niedrigeren Temperatur als wie fiir Aspergillus. In der Literatur finden sich 
auch andere aihnliche Hinweise auf Temperatureinfliisse. Im Rahmen dieser Arbeit 
bestand keine Méglichkeit, den Einflu8 verschiedener Temperaturen auf die Intensi- 
tat der Agression zu verfolgen, da der allergréBte Teil der Pflanzenversuche aus 
technischen Griinden bei schwankenden Temperaturen stattfinden muBte. Dieser 
Umstand erklart jedoch die eine oder andere Schwankung bei den Infektions- 
versuchen in verschiedenen Zeitabschnitten bei entsprechend schwankenden, aber 
unterschiedlichen Temperaturen. 


Der EinflupB des py-Wertes. Die Rolle des py-Wertes tritt ahn- 
lich wie die der Temperatur nach zwei Richtungen hin in Erschei-. 
nung; durch den EinfluB auf die Produktion der toxischen Stoffe und 
deren Stabilitit und auf die Entwicklung des Parasiten oder Anta- 
gonisten. 


In dieser Hinsicht wollen wir nur die Penicillingewinnung erwaihnen, bei welcher 
dem pxu-Wert eine gewaltige Bedeutung zukommt. Auch in der Phytopathologie 
haben neben anderen besonders Scuarrnrr und MryErR-HERMANN (1930) sich mit 
der Bedeutung der py-Werte fiir den Parasiten und das Verhiltnis Parasit-Wirts- 
pflanze befaft. Auch im Hinblick auf die antagonistischen Wirkungen wurde dieser 
Frage Aufmerksamkeit geschenkt. WEINDLING und Fawcrrr (1936) stellten fest, 
dafi das Wachstum und die antagonistische Wirkung von T'richoderma lignorum in 
bezug auf die Virulenz von Rhizoctonia solani gesteigert wird, wenn der py-Wert des 
Bodens durch Zugabe von Aluminiumsulfat auf py = 4 erhéht wird. 
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Um einen Vergleich von Pythium mit seinen moglichen Antagonisten 
zu erhalten, wurde ein Versuch mit verschiedenen pu-Werten (4,2—8,1) 
auf CzapEK-Agar durchgefiihrt, ahnlich wie bereits friiher bei der Unter- 
suchung des pq-Wert-Einflusses auf die verwendeten Pythiumstimme 
beschrieben. Es zeigte sich, daf alle iibrigen untersuchten Pilze auf eine 
Verminderung des py-Wertes viel schwiicher reagieren als Pythium. Bei 
einigen, so bei Trichoderma, ist das Wachstumsoptimum mehr als bei 
Pythium nach der sauren Seite hin verschoben. Umgekehrt ist es bei 
Moniliopsis und Fusarium. Penicillium verhalt sich im Vergleich zu 
den anderen einem Wechsel des pxy-Wertes gegeniiber ziemlich indiffe- 
rent. 


Durch den Pilz hervorgerufene py-Anderungen im flissigen Substrat. 
Diese Pilze wurden auch bei 15—18°C in Knopscher Lésung gezogen; nach 3 
Wochen wurde der py-Wert des Substrats bestimmt. Ausgegangen wurde von dem 
pu-Wert 5,2; die Lésung war farblos und klar. In Tab. 24 sind die festgestellten px- 
Werte sowie gegebenenfalls Farbverainderungen des Substrats aufgezeichnet. 


Tabelle 24. py-Wert einer fliissigen Nahrlésung nach 3 Wochen langer Kultivierung 
eines Pilzes (Anfangs-py 5.2). 


Pythi- | Tricho- | Tricho-| Tricho- | Tricho- Monti 
um derma | derma | derma derma MOM | Pusarium* | Penicill. 8 | Penicill. 7 

T 6a, 2 3 9 ppses 

Pu 6,6 | Px 5,8 | Pw 6,6 | Dy 6,6 | Dy 6,6 Pu 6,4 Da 4,2 Px 4,8 Da 4,8 
ohne | hell- | leicht | hell- hell- braun- ohne hell- hell- 

Farbe| gelb | gelb | gelb gelb lich- Farbe braun- rotlich 
klar | klar | klar | klar | klar gelb klar lich klar 

klar klar 


* nach 9 Tagen. 


In einer Zeit von 3 Wochen haben alle Pilze die Reaktion des Sub- 
strats veraindert, wobei Pythium, Moniliopsis und Trichoderma sie in 
basischer, Fusarium und Penicillium in saurer Richtung verschoben 
haben. Die von diesen Pilzen gewonnenen Filtrate wurden fiir weitere 
Versuche zur Priifung der Wirkung der Filtrate auf die lebende Zelle 
der Pflanze verwendet. 


d) Die Bestimmung einiger Antagonisten. 


1. Der bislang mit Moniliopsis Aderholdi Runuanv bezeichnete Pilz weist 
folgende morphologischen und physiologischen Higenschaften auf: Substratmycel 
(Nahrsubstrat: Haferflockenagar) braun gefarbt. Ringbildung vorhanden. Drehung 
der Hyphen nicht deutlich ausgepragt. Mycel septiert. Breite der Hyphen 5,9 bis 
12,3 u. —Luftmycel locker tiber dem Substratmycel. Die Hyphen bedecken das 
Substrat teils filzartig, teils tiberziehen sie es spinnwebartig. — P seudosklerotien 
dunkelbraun, nicht in ringfoérmiger Anordnung auf dem festen Substrat. Der Pilz 
wiichst in Knoprscher Lésung sehr gut und bildet hier eine verhaltnismaBig feste 
Mycelmasse iiber dem Substrat, an den Randern des GefaBes spinnwebartige 
Mycelfiden. — Physiologische Daten: Wachstum-Minimum +3 bis +5°C, 
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Wachstum-Maximum 25—30° C, Wachstum-Optimum 20°C. — In Kwnopscher 
Losung Wachstumsoptimum bei py 6,5—8,1. Nach H. Scuunrz (1939) gehort dieser 
Pilz zur Gattung Rhizoctonia solani K syn. Moniliopsis Aderholdi RUHLAND. : 

2. Trichodermaarten. Wie schon gesagt, zeigte Trichoderma keine gleichmaBige — 
Toxizitat gegen Pythium. Bei der Kultur auf festem Substrat (CzapeK-Agar) zeigten — 
die Pilze verschiedene Kigenschaften. In Knopscher Nahrlésung bildeten Nr. 4und 9 — 
ein kraftiges Luftmycel aus, das bei Nr. 9 anfangs weiB ist und sich spater grin 
farbt, bei 4 anfangs griinlich aussieht und zuletzt eine grau-griine Farbung annimmt.. 
Auch die Lésung selbst farbt sich hier anders als bei Nr. 2 und 3 in dunkleres Gelb. 
Nr. 2 bildet in fliissigem Nahrboden ein sparliches Luftmycel. 

Auch in physiologischer Hinsicht unterscheiden sich die Pilze voneinander, So 
sind Nr. 3, 4 und 9 gegen tiefe Temperaturen empfindlicher als Nr. 2. Dieser Pilz 
reagiert auch auf eine Anderung der Reaktion in saurer Richtung anders als Nr. 3, 4 
und 9. 

Ebenso ist das morphologische Bild dieser T'richoderma-Staimme nicht tber- — 
einstimmend. Nach den Mafen der Sporen, den Farben und Formen der Rasen ~ 
(nach RaBENHORST) sind diese Pilze in 2 Gruppen einzuteilen. Nr. 2 gehért zur Art 
Trichoderma lignorum, Nr. 3,4 und 9 zu Trichoderma koningi. In der Arbeit sind 
diese Pilze weiterhin unter ihrer alten Nummern-Bezeichnung aufgefiihrt. 

3. Fusarium. Der Pilz farbt Haferflockenagar violett, CzaprK-Agar zunachst — 
nicht, spaiter blaulich. Mycel in Knopscher Lésung kissen- bzw. polsterférmig. Das — 
submerse Mycel dieser Kissen farbt sich mit der Zeit blau-violett. Filtrat farblos. 
Der Pilz gehort zur Gruppe Fusarium elegans und bildet terminal Chlamydosporen, 
Sichelsporen und Mikrokonidien. 

4. Penicillium. Farbe des Mycels bei Nr. 7 hellgriin, bei Nr. 8 graugriin. 
Verfirbung des Haferflockenagars durch Nr. 7 schwach gelblich, durch Nr. & 
karminrot. Auf Knopscher Lésung wichst Nr. 7 ringférmig lings den Glas- 
randern und bildet mit der Zeit eine griine Schicht, die das ganze Substrat 
bedeckt. Nr. 8 waichst kompakt mit hohem weiBem, spater ein wenig karminrotem 
Luftmycel an den Rindern, das sich im Laufe der Zeit mit Sporen bedeckt, dann 
grau aussieht und eine dicke mit Kratern versehene Schicht bildet. Das Substrat 
fiillt sich mit der Zeit mit einer schleimigen Masse. — Farbe des Substrats: Beim 
Filtern des Substrats erhalt man bei: Nr. 7 eine gelbe Fliissigkeit mit leicht 
braunlicher Ténung, bei Nr. 8 eine gelbe Fliissigkeit mit stark rétlicher Ténung.. 
— Wachstumsformen auf festem Substrat: Nr. 7 wachst in konzentrischen 
Kreisen, bildet ununterbrochen Zonen, Nr. 8 wichst rosettenartig, ununterbrochen 
langs den Randern und bildet dicken, weifen Mycelgiirtel, der spiter grau wird. — 
Morphologische Higenschaften: Nr. 7 Konidien globos in Ketten von 2—3 em 
Durchmesser, Nr. 8 Konidien elliptisch, hell mit griiner Toénung. Lange: 1,8—2,70 1, 
Breite: 3,2—3,7 wu. 

Physiologische Bigenschaften: Fir Stamm Nr. 7 Temperatur-Optimum 
20—25° C; Minimum 5° ©; Maximum 35° C. pq-Optimum 6,5—7,0. — Fiir Stamm 
Nr. 8 Temperatur-Optimum 25—30° C; Minimum 3—5° C; Maximum 35° C. Pu- 
Optimum 5,5—6,5. — Beide Pilze Nr. 7 und Nr. 8 verschieben den pu-Wert der 
Kwopschen Lésung im Laufe von 3 Wochen von 5,2 auf 4,8. Die Pilze werden weiterhin 
unter der bisherigen Bezeichnung aufgefiihrt. 


2. Versuche mit towischen Pilzausscheidungen. 
Ks liegen zahlreiche Angaben dariiber vor, da durch die Kinwirkung 
von Filtraten aus Pilzkulturen auf Pflanzen gewisse physiologische 
Effekte wie Welkeerscheinungen und Nekrogen erzielt wurden [so bei 
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Scuarrnir u. LiprKe (1932), Acumer (1933), Liprkr u. Acumrr 
(1933), Harris (1940), CLauson-Kaas, PLarruerR u. GAUMANN (1944) 
und BRANDENBURG (1948)]. Auch bei den hier untersuchten Stimmen 
von Pythium de Baryanum ist nach den vorangegangenen Unter- 
suchung ergebnissen die Wahrscheinlichkeit sehr groB, daB ihre schi- 
digende Wirkung von solchen Ausscheidungen toxischen Charakters 
_hervorgerufen wird. Es ist weiterhin anzunehmen, da8 diese Stoffe vom 
Boden je nach seiner Art mehr oder minder adsorbiert und so unschad- 
lich gemacht werden. Auch scheint es nach hier nicht besonders an- 
gefiihrten Versuchen, daB die infektionshemmende Eigenschaft des 
Kupfersulfats nicht eine unmittelbare fungizide Wirkung ist, sondern 
in einer Veranderung und Unschidlichmachung dieser Toxine besteht. 
_ Es war daher zu klaren, ob die Stoffe, die sich bei der Kultivierung der 
Pilze in Knopscher Lésung dort ansammelten und mehr oder weniger 
hemmend auf die Entwicklung von Pythiuwm wirkten, auch bei den 
Pflanzen physiologische St6rungen hervorrufen kénnen. 


Die oben genannten Pilze (J 6a, und die Antagonisten) wurden etwa 3 Wochen in 
_ Kwopscher Lésung kultiviert, woraus die Fliissigkeit durch Glasfilter (1G3-Schott- 
Jena) filtriert wurde. Das Filtrat wurde unverdiinnt in vorher sterilisierte Glasrohr- 
chen gegossen, darauf wurden in diese Fliissigkeit Futterriibenblatter (Barres) 
von einigen Wochen alten Pflanzen mit einer Blattflache von 6—7 cm Lange 
gebracht. Auch mit Luzerne- und Kresseblattern von mehrere Monate alten Pflanzen 
wurde in gleicher Weise verfahren. 


a) Versuche mit Riibenblattern. 


Die Riibenblatter wurden zuerst 14 Std in ein Nahrlosungsfiltrat von 
Pythium de Baryanum I 6a, und vergleichsweise von P. irregulare ge- 
bracht und dann in dest. Wasser gestellt. Nach 24 Std waren die mit 
P. irreg.-Filtrat behandelten Blatter deutlich welk, die aus dem Filtrat 
von P. de B. I 6a, aber noch turgeszent, doch zeigte der Blattgrund 
zum Unterschied zu normalen Blattern hellere Flecke. 12 Std spater 
hingen auch die J 6a,-Blatter herab und wurden welk, wihrend die 
P. irreg.-Blatter vollkommen zusammengeschrumpft waren. Wenn man 
die Blatter direkt in das Filtrat brachte, wurden diese Vorginge be- 
schleunigt. Im Filtrat von P. irreg. zeigten die Riibenblatter schon nach 
wenigen Stunden Welkeerscheinungen, im P. de B. J 6a,-Filtrat 
einige Stunden spiter. Der Versuch zeigt, daB durch Ausscheidung der 
beiden Pilze Welkeeffekte hervorgerufen werden kénnen und daB diese 
Stoffe von P. de B. I 6a, weniger wirksam sind als die von P. irreg. 
Dieser Unterschied la8t aber keine sicheren Aussagen tiber die Spezifitat 
der ausgeschiedenen Stoffe zu. Die Einwirkung der iibrigen Pilzfiltrate 
wurde in ahnlicher Weise untersucht, indem die Ribenblatter in die 
entsprechenden Filtrate gebracht wurden. Nach 17 bzw. 72 Std ergab 


sich folgendes Bild (Tab. 25): 


men om ai sal 
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Tabelle 25. Wirkung von Pilzfiltraten auf Riibenblitter. 


ei bette ee Se Se eee 
Beschreibung der Blatter nach 


mies 17 Std 72 Std 
iDEN RSE rm as eae IL i es 
1. Knop normal . . . | normal normal, griine Farbe etwas — 
geschwunden 
2. Trichoderma lign.2 | nekrotische Flecken, teil- | welk 
| weise welk 
3. Trichoderma 
koningt 3... 5 normal stellenweise welk und 
vergilbt 
4. Trichoderma 
koningi£. . ... normal stellenweise welk und 
vergilbt 
5. Trichoderma 
KOTANGUD ae see normal stellenweise welk und 
vergilbt 


6. Rhizoctonia solani 
(syn. Moniliopsis 


Aderholdi) ... . | normal einzelne stellenweise welk 
Lg DUSATUUIN cw oh de Poles normal stellenweise angewelkt, bei 
einigen Parenchym colla-_ 
biert 
8. Penicillium spec. 7 | Unterseite matt eingesun- | Verlust von Glanz und 
kene Stellen zwischen schwache Entfirbung 
den Nerven 
9. Penicillium spec. 8 Haupt- u. Seitennerven leichte Vergilbung und 
heben sich deutlich ab. Verlust von Glanz an den 
Unterseite zeigt Reak- Blattrandern 


tion viel stirker als Nr. 7 


b) Versuche mit Luzerneblattern. 


Diese wurden in der gleichen Weise wie die vorigen durchgefiihrt. Die 
Ergebnisse sind in Tab. 26 zusammengestellt. 


Diese Versuche zeigen, wenn auch erst nach bedeutend lingerer Zeit, 
bei Luzerne iihnliche Erscheinungen wie bei den Riiben. Die Versuche 
wurden zum Teil auch an Kresseblittern durchgefiihrt, doch ergaben 
sich fiir diese keine so charakteristischen Verinderungen. Die Blatter 
verloren langsam die Farbe, wurden dann gelb und verdorrten. Alles 
weist daraufhin, da®B die Pilzfiltrate fiir die Pflanzen toxische Stoffe 
enthielten, deren Wirkung hauptsachlich im Welken der Blatter und 
in der Entstehung von Nekrosen zum Ausdruck kommt. Bei einigen 
Pilzen wurde versucht, diese Toxine zu identifizieren (AcuMEtT, SCHAFF- 
nit, BRANDENBURG, GAUMANN u. a.). Hier wurde die Frage nur 
soweit beriihrt, wie sie auf Pflanze und Boden Bezug hatte. 
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Tabelle 26. Wirkung von Pilzfiltraten auf Luzerneblitter. 


Beschaffenheit der Blatter 


Filtrat fetes 
nach 87 Std 
i+ Dest., Wasser: 2.55000 2%. normal 
2. Knopnormal. .... . | normal 


3. Pythium irregulare leicht in hellgrau verfarbt und Blattstiele nicht 
mehr voll turgeszent 

4. Pythiumde BaryanumI6a, | leicht vergilbt mit Tendenz zum Eintrocknen. 

Von den Blattrandern her zeichnen sich ein- 


getrocknete Stellen ab 


5. Trichoderma lign.2. . . . | Blattfliche gebleicht und zum Teil geschrumpft 

6. Trichoderma koningi 3 . . | Blattgriin nur teilweise verfarbt (Auftreten 
gelblicher Flecken) 

7. Trichoderma koningi# . . | vergilbt und welk 

8. Trichoderma koningi9 . . | etwas turgeszenter als bei 7'r. 4. Auf der Ober- 


seite runde, etwa stecknadelkopfgroe Flecken. 
(Gleiche Flecken auch bei Pythiwm.) 
9. Rhizoctonia solani K 
(syn. Moniliopsis Aderholdi) | hellgriin, papierartig trocken 
MO. Fusarium . . . . ie fs hellgriin, welk 


11. Penicillium spec.7 .. . eingetrocknet, teilweise zusammengeschrumpft 
12. Penicillium spec.8 .. . ahnlich wie bei Penicillium 7, nur etwas 
schwacher 


c) Die Bindung der toxischen Stoffe. 


Da, wie gezeigt wurde, CuSO, und Ton die Pythiwminfektion zu 
hemmen vermégen, kénnte man auch die Méglichkeit der Bindung oder 
Inaktivierung der von den pathogenen Organismen ausgeschiedenen 
Stoffe durch bestimmte andere Stoffe annehmen. Es wurden daher 
Versuche tiber die etwaige Bindung dieser toxischen Stoffe in den Pilz- 
filtraten durchgefihrt. 

Ausfdéllung mit CuSO,-Lésung. Von einer CuSO,-Stammldsung 
mit der Konzentration von 1 g kristallisierten Salzes auf 1000 cm? dest. 
Wasser lieBen wir 1 bzw. 2 cm? auf 10 cm? Pilzfiltrat einwirken, wobei 
sich folgendes ergab (Tab. 27): 

BRANDENBURG (1948) hat durch seine Versuche gezeigt, daB die toxische 
Wirkung von Pythiumfiltrat, das mit (NH,).S0,- oder CuSO,-Lésung versetzt 
wurde, auf Riibenblitter vermindert wird oder ganzlich aufhort. 

Bei Luzerne wurde dieser Versuch folgendermaBen durchgefihrt: 
Auf je 10 cm® Filtrat von Pythiwm wurde aus der CuSO,-Stamm- 
lésung 1 cm* zugesetzt. Das Filtrat wurde triib und gab spater einen 
Niederschlag. Blatter von Luzerne wurden auf Knor, Knor -++ | cm? 
CuSO,-Liésung, Pythium-Filtrat und Pythium-Filtrat + 1 em* CuSO,- 
Lésung gebracht. Toxische Wirkung konnte an den Blattern nur 
beim reinen Pythiumfiltrat’ beobachtet werden. Durch CuSQ,-Zusatz 
zum Filtrat wurde diese toxische Wirkung fast ganz aufgehoben, jedoch 
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Tabelle 27. Wirkung von CuSO, auf Pilzfiltrate. 


Menge d. 
Pilz CuSO,-Lésung Ergebnis 
in em* : 
eee 
1. Pythium de Baryanum I 6a, . 1 Triibung : 
2 stirkere Triibung und Ausfallung 
2. Trichoderma lign. 2 . 1 sehr leichte Triibung ' 
2 sehr leichte Triibung 
3. Trichoderma koningi 3 . 1 | sehr leichte Triibung 
2 sehr leichte Triibung : 
4. Trichoderma koningi 4 . ] | leichte Triibung : 
2 | verstarkte Triibung ; 
5. Prichoderma koningi 9 . ] leichte Triibung ; 
2 | verstarkte Triibung 
6. Rhizoctonia solani K (syn. } 
Moniliopsis Aderholdi). . . . 1 | sehr leichte Triibung 
2 verstarkte Triibung 
Tf. PUSATVUM ~~ Vee card os ] | keine Veranderungen 
2 keine Veranderungen 
8. Penicillium spec. 7 . 1 /keine merklichen Veranderungen 
2 | keine merklichen Verinderungen 
9. Penicilliwm spec. 8... : . 1 | sehr leichte Triibung ; 
| 2 | sehr leichte Triibung 


war nach einigen Tagen auch hier eine schwache toxische Wirkung zu 
beobachten. Der Zusatz von CuSO,-Lésung zur Knopschen Lésung_ 
ergab erst nach lingerer Zeit eine geringfiigige Einwirkung auf die 
Blatter. Versetzt man das Pythiwm-Filtrat mit Tonwasser und bringt 
dann die Riibenblatter hinein, so wird die toxische Wirkung nicht sehr 
abgeschwacht. Bei allen diesen Versuchen bewirkten die gleichen Stoffe 
in unbeimpfter Kxopscher Loésung keine Triibungen oder Ausfillungen 
(Blindversuch). Das zeigt, daB der Pilz in Knoprscher Lésung Stoffe 
gebildet hat, die sorbiert bzw. ausgefillt werden kénnen. Die Fallungs- 
reaktion mit CuSO, hiingt in manchen Fallen von der Wasserstoff- 
ionen-Konzentration des Mediums ab. Es wire also denkbar, da8 die 
infektionshemmende Wirkung von Ton und CuSO, mit der Adsorption 
oder Fillung der Toxine zusammenhiingt. Dabei ist aber zu _beriick-_ 
sichtigen, daB auch nichtparasitire Antagonisten solche toxischen Stoffe 
bilden, ohne daB diese in natiirlichen Boden die Pflanzen wesentlich 
schidigen. Auch sind diese Toxine anscheinend nur wirksam, wenn sie 
in die Pflanze eindringen und so unmittelbar zur Wirkung kommen 
k6énnen. Dort sind sie aber der Adsorption durch den Ton und der Aus- 
fillung durch das CuSO, weitgehend entzogen. Namentlich bei Stoffen 
kolloidaler Art ist aber eine Aufnahme durch die unbeschadigten Wur- 
zeln nicht oder nur in beschriinktem Umfange méglich. Andererseits ist 
es durchaus denkbar, daf solche Stoffe eine artspezifische Wirkung aus- 
iiben. Die Spezifitiit toxischer Stoffe kommt durch die Krankheits- 
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symptome zum Ausdruck. Es ist aber nicht nachgewiesen, dak die 
gleichen Krankheitssymptome (Nekrose, Welken) immer durch ein und 
denselben Stoff hervorgerufen werden miissen, vielmehr ist es wohl denk- 
bar, daB zwei grundsatzlich verschiedene Toxine trotzdem die gleichen 
Krankheitserscheinungen hervorbringen. 


3. Wechselwirkungen zwischen Pflanze. Aggressor 


und Antagonist. 

Da sich der isolierte Antagonist unter verschiedenen Bedingungen 
auf kiinstlichen Nahrbéden Pythium gegeniiber verschieden verhalt und 
die Ubertragung der Ergebnisse auf natiirliche Bedingungen nicht még- 
lich erschien, wurden abschlieBend die gegenseitigen Beziehungen zwi- 
schen Parasit und Antagonist einerseits und der Pflanze andererseits 
unter natiirlichen Verhaltnissen untersucht. Es soll zunaichst die Ein- 
wirkung der Antagonisten auf die Wirtspflanze und dann auch auf den 
Aggressor behandelt werden. 

Kin Versuch wurde an Luzerne in Tontépfen auf Quarzsand durchgefiihrt 
(Quarzsand + 10% part. steril. Kompost mit den entsprechenden Mengen an Kali 
_ und Phosphorsaure). Die im Freien stehenden Tépfe wurden mit Pilzen infiziert, 
die auf Haferflockenagar bis zu guter Entwicklung kultiviert waren. Infolge ihres 
unterschiedlichen Wachstums war es nicht méglich, den ganzen Versuch mit allen 
Pilzen gleichzeitig durchzufiihren. Antagonist und Aggressor wurden in jeden Topf 
im Verhaltnis 1:1 (je eine Prrri-Schalenkultur von 8ecm@) nach feiner Zer- 
stiickelung und méglichst gleichmaBiger Vermischung in eine Tiefe von etwa 
3,5—4,0 cm in den Boden gebracht, wonach die Tépfe zur Vermeidung von Feuch- 
tigkeitsverlusten bedeckt gehalten und nach 4 Tagen mit je 30 vorgekeimten 
Luzernesamen bepflanzt wurden. Da der Versuch in den Herbst bzw. sogar in den 
Winter fiel (I. vom 5. 9.—15. 10., IT. vom 22. 10.—15. 12.) waren die Wachstums- 
bedingungen, was Licht und Warmeverhiltnisse anbetrifft, fiir die Pflanzen nicht 
sehr giinstig. 

Aus den Versuchsergebnissen (Tab. 28) geht hervor, daB viele Anta- 
gonisten auch fiir die Versuchspflanzen leicht pathogen sind. Die sehr 
schwache Pathogenitat wirkt sich weniger in Form von Totalschiden 
aus, sondern kommt mehr im Pflanzengewicht zum Ausdruck. 


Tabelle 28. Hinwirkung einiger Antagonisten auf Luzerne. 


Pflanzenzahl | Gewicht in % bezogen auf Kontrolle 
Pilz | je GefiB in % | | 
baw. auf Kontrolle | je GefaB | je 100 Pflanzen 
| 
Kontrollversuch (ohne Pilz) . . . 100 100 100 
+ Trichodermalign.2..... . 100 96 96 
-_ Trichoderma koningi3 . . . .- 97 89 92 
+ Trichoderma koningi4 ... . 100 10] 101 
+ Trichoderma koningi9 . . . . 100 74 74 
+ Rhizoctonia solani (Moniliopsis ) 100 90 90 
+ Fusarium elegans. ..... . 100 85 85 
+ Penicilliumsp.8....... 100 | 100 100 
EePemculluum Spd: : > 4 - - - 100 89 89 
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Bei allen Kombinationen des Aggressors (Pythium I 6a,) mit Anta- 
gonisten ist eine bedeutende Einschréankung der Infektion erreicht wor- 
den (Tab. 29). Die Einschrinkung der Infektion entspricht aber keines- 
wegs immer der antagonistischen Wirkung der in fliissigem Medium 
gezogenen Kulturen; denn hier konnte Trichoderma 3 und 4 das Wachs- 
tum von Pythium erheblich weniger behindern als Fusarium und Peni- 
cillium (durch Zusatz von Pilzfiltrat). In der Natur verhalt es sich um- 
gekehrt. Fusarium und Penicillium schwiichen die Infektion weniger 


Tabelle 29. Wirkung von Pythium + Antagonisten auf Luzerne. 


Pflanzenzahl in % | Gewicht in % 
Aggressor | Antagonist | je GefaB bezogen |bezogen auf Kon- 


| | | auf Kontrolle | trolle je GefiiB 


Luzerne | Pythiumde | 


_ Baryanum 
| £64, Kontrollvers. 100 LOO 
nu Bs ‘Trichoderma lign. 2 160 148 
no os |\Trichoderma kon. 3 193 22% 
- a Trichoderma kon. 4 200 246 
| oa Trichoderma kon. 9 193 183 
* | - Rhizoctonia sol.(Moniliopsis), 200 175 
Fusarium elegans 193 198 
* ~ ‘Penicillium sp. 8 169 214 
3 is | Penicillium sp. 7 156 186 


als Trichoderma. Wo die Pilze in der fliissigen Kultur eine toxische 
Wirkung zeigten, besteht ein Zusammenhang zwischen der Abschwa- 
chung der Infektion und der Wachstumsgeschwindigkeit. So wiéichst 
Penicillium 8 schneller als Penicillium 7 und hemmt auch die Infektion 
starker als dieser Pilz. Trichoderma 3 und 4 sowie Moniliopsis (Rhizocto- 
nia solani) wachsen schneller als Fusarium und schrinken auch die In- 
fektion mehr ein. Zweifellos kann auch die Temperatur hierbei eine 
Rolle spielen, die in diesem Falle zwischen 15 und 18° C schwankte. 

Ks bestiitigt sich damit die von einigen Forschern vertretene Auf- 
fassung, da die Untersuchung der antibiotischen Verhaltnisse auf 
kiinstlichen Naihrmedien zwar grundsiitzlich sehr wichtig, aber die Uber- 
tragung der erhaltenen Ergebnisse auf natiirliche Béden unzulassig ist. 


Zusammenfassung. 


1. Von Pythium de Baryanum Hesse gibt es eine ganze Reihe von 
Stimmen, die sich beziiglich ihrer Pathogenitat nicht unbetriichtlich 
voneinander unterscheiden und auf bestimmte Wirtspflanzenkreise 
mehr oder weniger spezialisiert sind. 

2. Die Wirkung von Pythium geht wohl im wesentlichen iiber die 
Wurzelbeschidigung und Bildung eines Toxins, welches seinerseits die 
Wirtspflanze schiidigt. 
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3. Der Bodentyp beeinfluBt das Wachstum von Pythium und somit 
auch die Infektionsintensitaét an der Kulturpflanze. Bei reichem Gehalt 
an Kolloiden ist die Infektion im allgemeinen schwiacher. 

Die hemmende Wirkung natiirlicher Boden geht nicht nur von der 
Mikrobenflora des Bodens bzw. von thermolabilen Hemmstoffen aus, 
sondern ist auch unmittelbar an den Boden gebunden. Den Beweis 
liefern Versuche mit Ausschlammungen von Lehmboden. Das infektions- 
hemmende Agens laBt sich mit dem Schlimmwasser entfernen. Nach 
dem Ausschlimmen nimmt die Pythiwm-Infektion zu, umgekehrt wird 
sie verringert durch Behandlung von Sand- und Humusboden mit 
Lehmschlimmwasser. 


4. Die Schutzwirkung des Bodens setzt sich aus 2 Komponenten, 
biotischen und physikalisch-chemischen, zusammen und ist zuriickzu- 
fiihren: 


a) auf antagonistische Kinwirkungen der Bodenmikroben, durch 
welche das Mycel des Aggressors in seinem Wachstum geschadigt oder 
gar abgetotet und zersetzt wird. Je linger das Infektionsmaterial im 

‘Boden liegt, um so schwicher wird seine Wirkung, hier kénnen auch die 
autolytischen Prozesse eine Rolle spielen. Abt6tung der lebenden Boden- 
elemente durch Hitzesterilisation hebt diese Schutzwirkung auf. 


b) auf die Adsorptionsfaihigkeit des Bodens, bedingt durch seinen 
Gehalt an Kolloiden (Ton bzw. Hemmungsbestandteile). 

Die adsorptive Bindung der Pythiuwmtoxine nimmt dem Angreifer 
die Virulenz bzw. schwacht diese ab. Zwar werden auch solche Stoffe, 
die von den Antagonisten herriihren, ihrer eigentlichen Bestimmung 
entzogen. Im Enderfolg bleibt fiir die Kulturpflanze eine giinstige Wir- 
kung. Diese abiotische Bodenwirkung bleibt auch unter sterilen Be- 
dingungen teilweise erhalten. 


5. Hine kiinstliche Schutzwirkung kann dem Boden durch Cu-Ionen 
gegeben werden, die auBer der bekannten fungiziden, d.h. Giftwirkung 
auf die Pilzzelle, wohl auch noch eine Ausfallung oder sonstige che- 
mische Veranderung der Pythiwmtoxine hervorrufen. Auch in der leben- 
den Zelle von Blattern der Pflanze kommt die Schutzwirkung von CuSO, 
durch Bindung oder Inaktivierung des Pythiwmtoxins zum Ausdruck. 

Die adsorbierenden Eigenschaften der Bodenkolloide oder kolloidaler 
Bestandteile kiinstlicher Nahrbéden schwiichen allerdings die Wirkung 
des Kupfers im Boden nicht unbedeutend ab. 


6. Der Boden kann die von Pilzen ausgeschiedenen toxischen Stoffe 
mitunter nicht unerheblich verandern, so daf nicht immer die unmittel- 
bare toxische Wirkung einzelner Pilze auf die Kulturpflanze auch ein 


Ma® fiir die Schiidigung im Boden gibt. Auch nichtparasitire Pilze 
7* 
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kénnen starke Toxine erzeugen, die bei unmittelbarer Wirkung auf die 
Zellen héherer Pflanzen giftig wirken. 

7. Die Erscheinungen der Antibiose werden in der Natur in bedeuten- 
dem MaBe von Umweltfaktoren, sei es belebter oder unbelebter Art, 
beeinfluBt. Aus diesem Grunde unterscheiden sich die antibiotischen 
Wirkungen in natiirlichem Boden sehr hautig, wenn nicht in der Regel, 
von den unter kiinstlichen Bedingungen erzielten. 

8. Der Einflu8 der Umweltfaktoren ist weitgehend davon abhangig, 
wie weit die optimalen Bedingungen fiir die beiden Partner (Wirt, Para- 
sit) im Kinzelfalle erfiillt sind. 


Literatur. 
Acumet, H.: Phytopath. Z. 6, 49 (1933). — AuLEN, M. C., and C. M. HAENSELER: 
Phytopathology 25, 244 (1935). — Branpenpure, E.: Z. Pflanzenkrankh. 50, 


H 5/6 (1948). — Tijdschr. Plantenziekten 37, 17 (1931). — Buatr, I. D.: Ann. Appl. 
Biol. 30, 118 (1943). — Bucnonrz, W. F.: Phytopathology 25, 421 (1935); 28, 448 
(1938). — Broaproor, B. W.: Can. Journ. Res. 8, 545 (1933). — CHoLopny, D.: 
Arch. Mikrobiol. 1, 620 (1930); 5, 148 (1934). — Crauson-Kaas, N., Pu. A. Puarr- 
NER u. EK. GAUMANN: Ber. d. schweiz. Bot. Ges. 54, 523 (1944). — Garrett, 8. D.: 
Ann. Appl. Biol. 23, 667 (1936). — GAumann, E.: Pflanzliche Infektionslehre. 
Basel: Verlag Birkhauser 1945. — Gritz, D. L.: Zbl. Bakter. 100 (1939). — 
Harris: Phytopathologie 30, 635 (1940). Kusrena, W., and EK. REnNn: 
Zbl. Bakter. 91 (1934/35); Forschungsdienst, Sonderheft 17, 62 (1941); zit. nach: 
Rrepet-BaLpes ,,GrundriB der Mikrobiologie’ (1947). — van Lurk, A.: ,,Willie 
Commelin Scholten, Baarn, Deel 14, 43 (1938). — Ltprksr, M., and H. AcnMmer: 
Biochem. Z. 257, H. 4—6 (1933). — Puarrner, A. Pu., u. N. Cuauson-Kaas: 
Helvet. chim. Acta Volumen XXVIII Fasciculus Primus 188. — Rrexm, E.: in 
SORAUVER, P. Handb. d. Pflkrankh. 1928 Bd. II, 8. 375. — Sapasrano, G., and 
H. 8. Fawcert: J. Agricult. Res. 39, 163. — Sanprorp, G. B., and W. C. Broap- 
root: Sci. Agricult. 11, 512 (1931). — Sarrter: Phytopath. Z. 9 (1936). — 
ScHA¥FENIT, E., u. K. Meyer-Hermann: Phytopath. Z. 2, 99 (1930). — Scuarrnir, 
K., u. M. Liprxe: Ber. dtsch. Bot. Ges. 50, 444 (1932). — Scmarenrr, E., u. A. 
Votk: Forschungen auf dem Gebiet der Pflanzenkrankheiten und der Immunitat 
im Pflanzenreiche. H. 3 (1928). — THomas, R. C.: Ohio. 1. Se. 42, 60 (1942). — 
Tims, E. C.: Phytopathology 22, 27 (1932). — Waxsman, 8. A.: Soil Sei. 48 , 51 
(1937). — Waxsman, S. A., and J. Hurrcntnes: Soil Sci. 48, 77 (1937). — 
WEINDLING, R.: Phytopathology 24, 1153 (1934c). — Wernpiine, R., and H. 8. 
Fawcett: Phytopathology 24, 1142 (1934). — Wuyvrer, G.: Z. Pflanzenkrkh. 49, 
513 (1939a); 50, 113 (1939b); 50, 326 (1939¢); 50, 444 (1939d); Zbl. Bakter, Abt. 
2, 101, 365 (1940); Phytopath. Z. 14, Heft 3, 204 (1942); Festschr. ApPEL (1947) : 
Arch. Mikrobiol. 14, 240 (1949a); 14, 588 (1949b). — Zremrecka, J.: Zbl. Bakter. 
91, 379 (1934/35). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18, S. 101—132 (1952). 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Die Wirkung tiberoptimaler Konzentrationen 
einiger Neutralsalze auf kokkoide Bakterien*. 


Von 
E. Voss. 


Mit 16 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 24. Juli 1952.) 


Die morphologische Verinderung der Bakterien durch erhdhte Salz- 
konzentrationen in Nahrsubstraten ist seit langem bekannt und bereits 
von vielen Autoren untersucht worden (eine ausfiihrliche Literatur- 
ubersicht findet man bei Hztyzet 1948). Dabei fiel immer wieder auf, 
da8 die Kokken im Gegensatz zu der verhaltnismaBig groBen BeeinfluB- 
barkeit der staibchenformigen Bakterien gegen Salzeinwirkung sehr 
resistent sind (Maassen, Mryovux, Nebenbeobachtungen vieler anderer 
Autoren). Die Aufgabe dieser Arbeit war es, festzustellen, in welchem 
Mae Kokken durch Salze beeinfluBt und dadurch morphologische Ver- 
anderungen bei ihnen hervorgerufen werden kénnen. 


Fiir diese Untersuchungen wurden Chloride, Nitrate und Sulfate der Alkali- und 
Erdalkaligruppe herangezogen. Die Stémme wurden von mir isoliert und nach 
Brrceys Manual und Lopp=r als folgende Organismen identifiziert: Stamm A / 
= Micrococcus flavus; A 2 = Streptococcus lactis; A 4 = Sarcina subflava; A5 = 
Micrococcus flavus; A 6 = Micrococcus candicans; A 7 = Mycobacterium Phlei; 
AQ = Rhodotorula minuta; A 10 = Mycobacterium lacticola; A 11 = Coryne- 
bacterium segmentosum; A 12 = Micrococcus roseus. 

Wenn nachstehend von ,,Salzmedien“ gesprochen wird, so handelt es sich um 
Na&hrbéden bzw. Nahrlésungen mit erhéhtem Salzzusatz im Gegensatz zu ,,Normal- 
medien‘‘, die nur die normalen Salze der Nahrloésung enthalten. Entsprechendes gilt 
fiir ,,Salzkulturen‘‘ und ,,Normalkulturen‘‘. Die angefiihrten Ergebnisse sind 
jeweils durch Parallelversuche gesichert. Bei den Salzversuchsreihen sind die 
Angaben iiber Wachstum und Farbstoffbildung auf die Normalkulturen bezogen. 

Bei den Konzentrationsangaben handelt es sich, soweit nichts anderes erwahnt 
ist, um molare Werte. Die Bezeichnungen tiefe, mittlere und héhere Konzentration 
sind auf die jeweiligen Grenzkonzentrationen der Stamme bezogen. 

Die Versuche wurden in Reagenzréhrchen auf Schragagar durchgefithrt. Bei der 
Herstellung der Salzmedien wurde nach Methoden verfahren, wie sie von KarrEr- 
MANN und Hetnzet (1950) beschrieben worden sind. Es handelt sich dabei um die 
Mischung von Salzstammlésungen und Nahrstammsubstraten. Als Nahrsubstrate 
wurden verwandt: Molken-Pepton-Agar (MPA); Pepton-Molke (PM); Molken- 
Pepton-Agar nach Seitz (MPA syn)!; Pepton-Molke nach Seitz (PM syn)"; Probazit- 
Agar nach Heryzet (PRO). 


* Auszug aus der Dissertation der mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakul- 


tat der Universitit Gottingen 1952. 
1 syn = synthetisch. 
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Zu MPA und PM: Die Albumine und Globuline der aus der Molkerei bezogenen 
Sauermolke wurden bei px 6,0 durch Erhitzen auf 85° C ausgefallt. Die Stamm- 
substrate wurden so hergestellt, daB in den Kulturmedien 40% der Nahrsubstanzen ~ 
der enteiweiBten Molke, 1%, Pepton, bei MPA 1,3% Agar enthalten waren. — Zu 
MPA syn und PM syn: 20 g Lactose, 0,4 g Dextrose, 0,5 g Dinatriumphosphat, 
1 g Ammoniumsulfat, 2 g Natrium-Citrat, 2,5 g Kochsalz, mit H,O auf 1000 cm* 
aufgefiillt. Dazu 1% Pepton und bei MPA syn 1,3% Agar. 

Die Versuchsmedien wurden auf einen Pg-Wert von 6,5—7,0 eingestellt. Be- 
briitungstemperatur bei allen Versuchen 25° C. — Die Beimpfung der Salzmedien 
wurde aus 2 Tage alten Normalkulturen vorgenommen. Stamm A 11 (Corynebact. 
segmentosum) wurde von 4 Tage alten Normalkulturen abgeimpft, da er ziemlich 
langsam anwuchs. 

Zur Feststellung der Grenzkonzentrationen und zur Untersuchung des Reduk- 
tionsvermégens wurde Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) verwendet, das durch 
die Reduktionstatigkeit der Bakterien in rotes Formazan tiberfiihrt wird. Zur Aus- 
arbeitung dieser Methoden wurden die Arbeiten von KuHN u. JERCHEL, BIELIG u. 
Mitarbeiter, WALLHAUSER, SCHONBERG herangezogen. Alle Staémme wiesen in Nor- 
malmedien recht gute Formazanbildung auf. 


I. Die Grenzkonzentrationen. 


Die Beurteilung der Wirkung eines Salzes in erhdhter Konzentration 
ist nur moéglich, wenn man jeweils die Konzentration kennt, bei der 
gerade noch Wachstum moglich ist, und diejenige, bei der das Wachstum 
unterdriickt ist. 


Als Grundlage fiir die weiteren Untersuchungen wurden also diese beiden 
Konzentrationen fiir die einzelnen Stimme und Salze bestimmt und der Mittelwert 
zwischen beiden als Grenzkonzentration bezeichnet. Bebriitungszeit 6 Tage. 
Zuerst wurde mit weitgestaffelten Konzentrationen die ungefahre Lage und dann 
die Grenzkonzentration mit folgenden Konzentrationsabstinden bestimmt: bei 
Konz. tiber 1,0 mol:1/; mol; bei Konz. von 0,2—1,0 mol:1/,, mol; bei Konz. unter 
0,2 mol:1/;) mol. Spater fielen die groben Orientierungsversuche teilweise fort, weil 
man bei Kenntnis der Grenzkonzentrationen von NaCl und MgCl, eines Stammes 
schon ungefahr die Lage der tibrigen Grenzkonzentrationen voraussagen kann. 

Das Wachstum wurde durch makroskopische Beobachtung und mit TTC iiber- 
prift. Agarmedien wurden mit 1 cm® steriler 1% iger TTC-Lésung iiberschichtet, 
zu Flissigkeitskulturen wurde 1 cm? dieser Lésung hinzugegeben. In beiden Fallen 
wurde nach 4stiindiger Einwirkung bewertet. War eine Rotfarbung zu beobachten, 
so wurde dies als Zeichen fiir stattgefundenes Wachstum angesehen, denn frisch 
beimpfte Normalmedien wiesen nach 4stiindiger Einwirkung von TTC noch keine 
sichtbare Rotfarbung auf. Bei makroskopisch sichtbarem Wachstum ergab sich 
stets eine Rotfarbung mit TTC. Diese Methode war besonders bei getriibten und 
Ausfillungen enthaltenden fliissigen Medien sehr vorteilhaft, da hier makroskopisch 
und auch mikroskopisch das Wachstum schlecht zu erkennen ist. 


Die gefundenen Grenzkonzentrationen fiir die einzelnen Stiimme sind 
in molaren Werten aus Tab. 1 zu entnehmen. Es fallt auf, daB sie — be- 
sonders bei den Kokkenstéimmen — recht hoch liegen. Das kann einerseits 
mit der erwihnten Resistenz der Kokken, andererseits mit der Be- 
britungszeit zusammenhiingen, deren Dauer einen makgeblichen EinfluB 
auf die Hohe der Grenzkonzentration hat (vgl. Abschnitt IV, 1, S. 124). 
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Tabelle 1. Grenzkonzentrationen (Werte in mol) fiir verschiedene Salze und 
Bakterienstimme. 

Beem A, | AL | 8, bia, [ay | ad} ac Pay fas Pedy | Age Bag Arthas 

Nih a | y. | | | 

a MPA pes * ln PRO MPA MPA PM MPA MPA at? MPA MPA |MPA|MPA 
LiCl 1,5 | 1,2 |1,0 | — |0,5 |1,6 | — | 1,4 |1,1 | 2,6 | 0,45] 1,2°10,7 | 0,95 
NaCl 4,5 3,5 | — | 1,6 | 2,7 | — | 4,4 |3,8 | 2,4 | 2,5 | 1,3 | 0,75) 1,4 
KCl 3,8 | — |1,8 |3,0 | — [3,9 73,9 92,8 | 2,7 | 1,5 |0,9 | 1,5 

- - 
NH,Cl | 4,8 | 3,0 | 2,8 | — |1,6 | 2,8 | — |4,8 |3,9 |2,5 | 2,7 |1,2 | 0,65] 1,2 
RbCl 2,5 |2,0 | 1,6 | — |0,9 |1,2 | — | 2,4 |2,6 | 1,1 |1,4 |0,8 | 0,5 | 0,8 
CsCl 0,11; — | — | — |0,3 |0,2 | — |0,1 0,16) 0,09) 0,35/ 0,3. | 0,25) 0,36 
MgCl, 1,6 | 1,4 |1,1 | — | 0,85, 1,2 | — | 1,5 | 1,4 |1,3 | 1,4 | 0,7 | 0,4 | 0,7 
CaCl, | 1,0 | 0,85] 0,5 | 0,9 | 0,75] 0,85) 0,6 | 1,2 | 0,9 |1,1 | 1,6 | 0,6 | 0,35} 0,5 
SrCl, 0,75} 0,65} 0,4 | — |0,4 |0,6 | — |0,8 | 0,6 | 0,5 | 0,7 | 0,2 | 0,06] 0,17 
BaCl, 0,55] 0,15) 0,09) — | 0,05) 0,4 | 0,06) 0,55! 0,4 | 0,45) 0,45) 0,3 | 0,03] 0,15 
LiNO, 0,7 | 0,5 | 0,35) 0,6 | 0,35] 0,95} — | 0,8 | 0,95) 1,1 | 0,2 | 0,65] 0,35) 0,55 
NaNO, (4,4 /|3,9 | 2,1 | 4,0 | 0,95) 2,5 | — | 4,4 |3,6 | — | — | — |0,7 /|1,3 
KNO,; 2,8 [2,8 [2,8 [2,8-11,3 | 2,7 | — [2,8 [2.8 | — | — | — |0,8 | 14 
++ 94+ 9 ++ ++ ++ 9 ++ 
NH,NO, | 2,9 |1,7 | 1,5 | 2,1 |0,9 | 2,4 | — |2,9 ]1,7 | — | — | — | 0,5 | 0,75 
Mg(NO,). | 0,75| 0,7 | 0,6 |0,7 | 0,55) 0,75| — | 0,75] 0,65| — | — | — | 0,25/0,5 
Ca(NO3). | 0,65) 0,45) 0,15) 0,55) 0,45] 0,65, — | 0,6 |0,5 | — | — | — | 0,2 | 0,35 
Sr(NO,). | 0,6 | 0,35/0,1 | 0,5 | 0,35] 0,45} — | 0,55] 0,45} — | — | — | 0,15) 0,25 
Ba(NO3), | 0,35} 0,09] 0,05/ 0,2 | 0,16} 0,2 | — | 0,35) 0,35) — | — | — | 0,04/ 0,07 
Li,SO, 0,85} 0,45} — |0,5 |0,9 | — | 1,0 | 0,75] 1,6 | 0,15) 0,9 | 0,5 | 0,7 
Na,SO, — | — | — /1,2 }1,3 — |0,8 | — 
K,SO, — | — | — [0,559 0,55 0,55] — 
+++ +++ aaa 
(NH,),8S0,01,4 | — | —1— /}1,1 | 1,4 | 0,55) 0,55). — 
Rb, SO, St 210.6 0,35) 0,35) — 
Cs,SO, — | — | — |0,2 | 0,14) — | — | 0,04; — | 0,25) 0,18) 0,17) 0,3 
MgSO, [1,2 [1,2 [1.2 | — /1.3 | — 11,2 1,2 |1,4 
+44 P4+4+ J 4++ +++ 


Die fett umrahmten Felder bedeuten: Bis zur angegebenen Konzentration 
wurde untersucht; weitere Erhéhung der Konzentration war entweder wegen 
Erreichen der Léslichkeitsgrenze des Salzes oder Agarverfliissigung nicht méglich. 
Die Kreuze bezeichnen die Starke des Wachstums bei dieser Konzentration; 
dabei wurde die maximale WachstumsgréBe von Normalkulturen mit +**+ be- 


zeichnet. 
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Vergleicht man die allgemeine Salzempfindlichkeit der Stimme mit 
der Empfindlichkeit gegeniiber einzelnen Salzen, so erhalt man die in’ 
Tab. 2 wiedergegebenen Reihen: : 


Tabelle 2. Salzempfindlichkeit der Stimme. 


a) Allgemeine Salzempfindlichkeit 
Summe der Grenzkonzentrationswerte 


: =Q 
ela na Anzahl der beriicksichtigten Grenzkonzentrationen 
Chloride 
Stamm’. . Al< Ab< AGA <A AI— AV= ALMA ee 
Qa kine Beaks 1,92 ' .1,90;)' 1,65. --1,48* 1,45, “1342 0;87 |, 0:81. . 50,77, 046 
Chloride und Nitrate 
Stamm... -AL<Adbj=<A6=—A4= AQ— AI2—ATT 
Clee RUA Sas Leto plete 4439) gO76, OT 2s8 O42 


b) Empfindlichkeit gegentiber einzelnen Salzen nach Grenzkonzentrat. in mol. 


NaCl 
Stamm .. AI<AS< AG6< AZ< AIK ATH AQ<K ALK AI<— All 
Grenzkonz. .4,5 44° 9 °3:8 pay 2,5 2,4 1,6 1,3 12 0,75 
MgCl, 

Stamm .. .AI<AS<A6, AP<AVT< AL< AQ<— AlN, ALQP<AIl 
Grenzkonz. .1,6 1,5 1,4 D4 leet Lae 10.85.0007 0,7 0.4 
Licl 
Stamm. . A7< A4< AIK ASK AIK AGKAI< AIK AIQ<—AP 


Grenzkonz. .2,6 1.6 1,5 1,4 1.2, Tal 0,95 0,7 0,5 0,45 


Die Reihen der allgemeinen Salzempfindlichkeit verlaufen also etwa 
den Grenzkonzentrationsreihen von NaCl und MgCl, parallel, wihrend bei 
LiCl eine vollstiindige Umordnung der Stimme stattgefunden hat. Dies 
wird durch die unterschiedlich hemmende Wirkung des Lithiums ver- 
ursacht, was auch noch in Tab. 3 zum Ausdruck kommt. Man muB also 
annehmen, daf’ NaCl und MgCl, in anderer Weise auf die Zellen ein- 
wirken als LiCl. Die ahnlich liegenden Grenzkonzentrationen von Lithi- 
um- und Magnesiumsalzen hat man trotzdem oft mit der Querbeziehung 
des Lithiums im Periodischen System in Verbindung gebracht. Jedoch 
liegen die Grenzkonzentrationen der Lithium-Salze, wie aus der Literatur 


und den eigenen Versuchen zu sehen ist, nicht immer in der Nahe der 
Magnesium-Salze. 


Rechnet man die molaren Werte der Grenzkonzentrationen in normale um, so 
ergibt sich natiirlich nochmals ein anderes Bild, da z. B. die Grenzkonzentrationen 
der Alkali-Chloride héher zu liegen kommen. 
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Tabelle 3. Grenzkonzentrationen der Alkalichloride, bezogen auf Grenzkonzentrationen 
von NaCl = 100. Zahlen neben O geben die mol. Grenzkonzentrationen von NaCl an. 


verwenaere 
Nahrsubst: 


720 


Relativwert 


® =LiCl @ =KCl © = CsCl 
© =Nacl © = RbCl @ = NH,Cl 


Wenn man die Ionen als getrennt wirksame Komponenten der Salze 
ansieht, was natiirlich keineswegs immer der Fall zu sein braucht (z. B. 
Tonen-Paareffekt von MzyER und DunKEL), so kann man die Ionen nach 
dem Grad ihrer hemmenden Wirkung in folgende Reihe anordnen: 


K < Na < Rb < Mg < Ca < Sr < Ba 
< NH, > 
< Li > 
< Cs—-- > 


Die Stellung des Lithiums schwankt tiber die ganze Breite, NH, liegt 
teils vor, teils hinter Na, Cs vor Sr bis hinter Ba. 


Diese Reihenfolge der Kationen ist bei bakteriostatischen Versuchen mit gerin- 
geren Abweichungen oft gefunden worden. Die schwankende Stellung des Lithiums 
wurde schon vorher besprochen. Die extreme Stellung des Casiums in der Alkali- 
reihe und die geringer hemmende Wirkung des Kaliums gegeniiber Natrium ist all- 
gemein bekannt (EtsENBE G, WINSLOW u. DoLLor, HeinzeL, Koutumies, ALHA). 
Eine. entsprechende Stellung des Calciums gegeniiber dem Magnesium (KovuLv- 
urs) konnte bei eigenen Versuchen nur bei Stamm A 9 beobachtet werden. 
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Vergleicht man die physikochemischen Kigenschaften der Kationen 
mit ihrer hemmenden Wirkung, so zeigt sich die stiirker hemmende Wir- 
kung der Erdalkali-Ionen gegeniiber den Alkali-Ionen in den molaren 
Grenzkonzentrationen. Jedoch durchbrechen Lithium und Casium diese 


Regel. 
mol Wegen der verschiedenen Wer- | 
iS tigkeit der Alkali- und Erdalkali- 
8 Tonen muf die Beziehung zwi- 
e C schen IonengréBe und Grenz- 
S$ 08 konzentration bei beiden Grup- 
8 pen getrennt betrachtet werden. 
See Eine lineare Beziehung zwischen 


den Werten ist nicht vorhanden. 
Li Na K Rb Cs Ein Beispiel unter Zugrunde- 
Lonenradius legung der Ionenradien ist in 


Abb. 1. Grenzkonzentrationen (Chloride) in Ab- Abb. 1 gegeben. 
hangigkeit vom Kationenradius (Stamm A 1). Beim Vergleich der oben ange- 


fiihrten Kationenreihe mit der 
lyotropen Reihe der Kationen zeigt sich ebenfalls keine Parallelitat. Fiir 
die untersuchten Kationen gilt etwa die lyotrope Reihenfolge: 


Cs << Rb < K < Na < Li< Mg < Sr < Ca < Ba 
Fiir die Anionen habe ich die bekannte Reihenfolge gefunden: 


in molaren Werten Cl < SO, < NO, 
in normalen Werten SO, < Cl < NO, 
zunehmend hemmende Wirkung —___——> 


Die Grenzkonzentrationen von Stamm A / auf MPA und MPA syn 
sind unterschiedlich ; sie liegen in MPA syn allgemein tiefer (siehe Tab. 1). 
Weiterhin ist aus Tab. 3 zu entnehmen, da auch die Reihenfolge von 
NH,Cl und NaCl anders ist. Einmal werden also alle Grenzkonzentra- 
tionen in kiinstlichen Nahrldsungen im gleichen Verhaltnis zueinander 
herabgesetzt, und auBerdem kénnen einzelne Salze noch eine spezielle 
Verschiebung erfahren. 

In fliissigen Medien liegen die Grenzkonzentrationen tiefer als in Agar- 
Medien (Tab. 1). Man kann folglich annehmen, da& in Agar-Medien ein 
Teil des Salzes durch Adsorption an den Agar festgelegt wird und so die 
aktuelle Salzkonzentration und damit die Wirkung auf den Organis- 
mus vermindert wird. 


II. Morphologische Verdnderungen. 
Bei der Beobachtung der morphologischen Beeinflussung wurde auf 
3 Gesichtspunkte geachtet: 1. Form der Zelle; 2. GréBe der Zelle; 3. Bil- 
dung oder Zerstérung von Zellverbianden. 
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Die Gré&e der Zelldurchmesser wurde mit dem Okularmikrometer gemessen. Es 
wurden Durchschnittsgr6Ben an jedem Beobachtungstermin in folgender Weise er- 
mittelt: Aus 3 Parallelkulturen wurden je 2 Lebendpriparate hergestellt und aus 
diesen 6 Praparaten je 4 Zellen gemessen, so daB 24 Kinzelmessungen zur Errech- 
nung einer DurchschnittsgréBe je Konzentration und Beobachtungstermin zur 
Verfiigung standen. Diese Anzahl von Messungen geniigte im allgemeinen, da 
die Schwankungen nicht gro% waren. Bei Salzen, die besonders unterschiedliche 
ZellgréBen hervorriefen, wird dies bei der Angabe der Ergebnisse erwahnt 
werden. 


Bei den Zellverbanden wurde als charakteristisch fiir eine Salzkonzentration der 
Zellverband angesehen, der in den oben genannten Praparaten zur Bestimmung 
der Zellgr6Be im Durchschnitt zu 75% vorhanden war. War kein Zellverband zu 
75% vorhanden, so wurden die beiden am starksten vertretenen oder, wenn not- 
wendig, sogar 3 Verbande angegeben, wobei der zuerst genannte jeweils am stiarksten 
vertreten war. 


Die Versuche wurden unter 2 Gesichtspunkten durchgefiihrt. Einmal er- 
schien es wichtig zu erfahren, in welcher Weise sich die morphologische 
Beeinflussung mit der Erhohung der Salzkonzentration andert und 
sodann, wie verschiedene Salze die Zellen beeinflussen. Erstere Wirkung 

_wird als Konzentrationseffekt und die zweite als spezielle Wir- 
kung der Salze bezeichnet. 


Am eingehendsten wurde Micrococcus flavus, Stamm A /, untersucht. 


Micrococcus flavus. 


Stamm A 5 konnte als Variante mit geringerer Farbstoffbildung von Stamm A / 
abgetrennt werden. Bei Vorversuchen konnte kein morphologisch verschiedenes 
Verhalten der beiden Stamme gegeniiber SalzeinfluB festgestellt werden. Es wurde 
daher auf eine genauere Untersuchung des Stammes A 5 verzichtet und die hier an- 
gefiihrten Ergebnisse sind mit Stamm A / ermittelt worden. 


Mikroskopisches Aussehen des Stammes: Kokkus 0,8—1,0 4; Diplokokken, Te- 
traden, kleine unregelmaBige Zusammenlagerungen. 


Es ist bekannt, daB sich die durchschnittliche ZellgroBe der Bakterien 
schon in Normalkulturen wihrend des Wachstums verandert. In der 
Anfangsphase treten gréBere Formen auf, die wahrend der logarith- 
mischen Phase wieder in die normalen ZellgréBen tibergehen (HENRICI 
und Kwayst). Fir Microc. flavus konnte ich in der Anfangsphase eine 
maximale ZellgréBe von 1,5 Durchmesser und eine verstirkte Verband- 
bildung feststellen. Der von Hunrrcr festgestellte Wiederanstieg der 
ZellgréBe nach Erreichen der maximalen Zellzahl in der Kultur konnte 
jedoch bei eigenen Versuchen nicht bemerkt werden. Dies mag mit der 
geringen Verainderung des Durchmessers bei Volumenzunahme der Kok- 
ken zusammenhingen, wahrend Henrictr stabchenformige Organismen 
untersuchte, bei denen die VergréRerung der Zelle hauptsachlich in der 
Langsrichtung erfolgt und so besser zu beobachten ist. 
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Beobachtung in Salzmedien 
bei Beginn des makroskopisch sichtbaren Wachstums. 


Konzentrationseffekt. 
Wegen der unterschiedlichen Zellgré8e in den Wachstumsstadien der 
Normalkultur kann man fiir die Wirkung der Salze nur vergleichbare Er- 
gebnisse erhalten, wenn man die Beobachtungen zu einem gleichen Zeit- } 
punkt des Wachstumsverlaufes vornimmt. Als geeigneter und gut er- 
kennbarer Zeitpunkt stellte sich der Beginn des makroskopisch sicht-— 
baren Wachstums heraus. 
Zellform. Bei einem groSen Teil der Salze traten bis zu héchsten | 
Konzentrationen nur runde und glatte Zellen auf, die vollig normalen 
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Abb. 2. Zelldurchmesser in Abhingigkeit von der NaCl-Konzentration (Stamm A 1). 
Abb. 3. Zelldurchmesser in Abhiingigkeit von der LiCl-Konzentration (Stamm A 1). 
Zellen glichen. Wenn jedoch eine Veriinderung der Zellform stattfand, 
so nahm sie auch mit steigender Konzentration zu. Als Beispiel diene 
BaCl,: Bis zu 0,2 mol BaCl, traten fast nur normale runde Zellen auf, 
von 0,2 bis 0,5 mol nahmen die Zellen immer mehr , wurfelartige 
Gestalt an, und die Zelloberfliche wies kleine Unebenheiten auf. . 
Bei Konzentrationen in unmittelbarer Nahe der Grenzkonzentration konnten 
bei den meisten Salzen Involutionsformen beobachtet werden. Darunter wurden — 
unregelmaBig gequollene Zellen verstanden, bei denen eine gemeinsame Grund- ; 


form nicht mehr zu erkennen war. Diese Zellverinderungen wurden bei der Aus-— 
wertung der Ergebnisse nicht beriicksichtigt. 


ZellgréBe. Bei einem Teil der Salze nahm der Durchmesser der _ 
Zellen mit steigender Konzentration gleichmiBig zu bis zu einem Be- 
reich, von dem ab die Vergré8erung des Durchmessers von der Konzen-_ 
tration des Salzes unabhangig wurde (Sattigungseffekt). Dies war z. B. 
der Fall bei NaCl (Abb. 2 u. Abb. 7, a—d, S. 113), KCl, NH,Cl, MgCl, 
CaCl,, NaNO;, NH,NO,, Mg(NO,),, Ca(NO;).1. Man kann annehmen, | 


1 Auch KarrerRMANn erwaihnt ahnliche Beobachtungen an Mucorineen, insofern 
als ,,bei Anwesenheit von NaCl die starkst gequollenen Zellen nicht bei der Grenz-_ 
konzentration zu finden‘ waren. 


Wirkung tiberoptimaler Konzentr. einiger Neutralsalze auf kokkoide Bakterien. LO9 


dal die gefundenen Sattigungskurven der Ausdruck fiir die Adsorptions- 
beziehungen zwischen Salzkonzentration und Oberflache der Plasma- 
struktur sind (Lane@murr-Isotherme). 

Aber nicht bei allen Salzen traten Sattigungserscheinungen auf. Bei 
den Kurven von LiCl (Abb. 3), CsCl und BaCl, geht die Durchmesser- 
vergroBerung in dem untersuchten Konzentrationsbereich immer pro- 
portional der steigenden Konzentration. Jedoch liegen die absoluten 
Grenzkonzentrationen dieser Salze bei langerer Bebriitung als 6 Tage 


Tabelle 4. 
Verbandbildung bei Stamm A I unter dem Hinflup steigender Salzkonzentrationen. 


Natcl | LICL CsCl MgCl, Bal, 

| Verb: | |; Wer | Veen r {| -x7 
mol Beat | mol | aes | mol Ae ) mol | eee | mol ee 
0,25) Ditr Tt | 0,1 | Ditr Tt | 0,01) Ditr Tt | 0,1 | Ditr Tt | 0,05|Ditr Tt 
0,50/ Ditr Tt | 0,2 |Ditr Tt | 0,02) DiTt Hi | 0,2 |Ditr Tt | 0,10| DiTr Tt 
0,75 | Ditr Tt | 0,3 | Ditr Tt | 0,03 | Di Ki | 0,3 | Ditr Tt | 0,15| Di Ki Tt 
1,00/Ditr Tt | 0,4 | DiKi tr | 0,04| Di ki | 0,4 | Ditr Tt | 0,20) Di Ki 

/1,25|TtTr Di | 0,5 |DiEi | 0,05 | Ei 0,5 Tt Tr Ke | 0,25) DiTz Ki 

1,50/TrTt Ke! 0,6 DiEi | 0,06 Ei 0,6 TtTr Ke 0,30) DiTz Ei 
175 | TrTt Ke} 0,7 | Di Hi 0,07 | Ki Di 0,7 | Tt Tr Ke} 0,35 | Di Tz Ki 
2,00/Sa Tt Tr | 0,8 | DiEi tr 0,08| Ei Di 0,8 |TtTr | 0,40| TzKi 
220) 90a lr Tt | 0,9 | DiHi tr | 0,09|tr Hi Di | 0,9 | Tt Tr Sa | 0,45 | Tz Ki 
2,50 Sa Tr | 1,0 | Diki Tr | 0,10/tr Ei Di | 1,0 | Sa Tr Tt | 0,50) Tz Bi 
2,75 | Sa Tr 20 |{Ditr Bi Hed visa) 
3,00 | Sa 1,2 |) Tr Di Ei | 1,2 | Sa 
3,25 | Sa | isa) |) Cue ION 12H 1,3 | Sa 
3,50 | Sa TZ Ie atre 1Dyt 1,4 | Sa 
3,75 | Sa 
4,00 I Sa 


Zeichenerklarung: Ki Kinzelkokkus, Di Diplokokkus, Tt 'Tetrade, tr kleinere und 
Tr gréBere unregelmaBige Zusammenlagerungen (‘Trauben), Sa Sarcina, Ke Ketten, 
Tz in Teilung befindliche Zellen, I Involutionsformen. 


hdher (S. 125), so daB die Sattigungskonzentrationen vielleicht tber dem 
untersuchten Konzentrationsbereich zu finden waren. Die lineare Be- 
ziehung zwischen Konzentrationssteigerung und Durchmesservergr6Be- 
rung kann aber ebenfalls auf die Adsorptionsbeziehungen zuriickgefihrt 
werden. 

Fir die Sulfate konnte im allgemeinen im untersuchten Konzen- 
trationsbereich kein EinfluB auf die ZellgréBe festgestellt werden. Kine 
Ausnahme bilden jedoch Li,SO, und Cs,8O,, die wie die entsprechenden 
Chloride wirkten. 

Verbandbildung. Tab. 4 zeigt den Kinfluf einiger Chloride auf 
die Verbandbildung; diese nimmt mit steigender Konzentration zu. 
Selbst bei Salzen, die in niedrigen Konzentrationen eine Auflésung der 
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Verbiande bewirken, tritt in h6heren Konzentrationen noch eine gewisse 
Zusammenlagerung auf; siehe z. B. CsCl. Die Ausbildung von Sarcinen 
wird mit steigender Konzentration immer ausgepragter, die Sarcinen 
werden gréBer, jedoch nach Uberschreiten einer bestimmten Konzen- 
tration wieder unregelmafiger. 

Bei vielen Chloriden traten in niedrigen Konzentrationen ketten- 
formige Zusammenlagerungen auf; in der Regel Trauben mit heraus- 
ragenden Ketten; jedoch waren auch selbstandige Ketten von etwa 
4 Zellen haufig, etwas seltener lingere Ketten von 6—8 Gliedern. Es 
handelte sich jedoch um keine Kettenbildung im iiblichen Sinne, son- 
dern um das ,,Aufplatzen‘* von Sarcinen und Tetraden, deren Teile an 
einzelnen Stellen kettenformig zusammenhielten. 

Gegen steigende Nitratkonzentrationen verhielt sich Stamm 4A J bei 
der Verbandbildung wie gegen die entsprechenden Chloride. Die Sulfate 
hatten, abgesehen von Li,SO, und Cs,SO,, die wie die entsprechenden 
Chloride wirkten, kaum einen Kinfluf auf die Verbandbildung. 


Spezielle Salzwirkungen. 


Die Versuche iiber den EinfluB steigender Salzkonzentrationen fiithrten 
also zu dem Ergebnis, daB gleiche molare Konzentrationen zweier Salze 
verschiedene Wirkungen hervorrufen kénnen und da daher der Wir- 
kungsgrad einer Konzentration eine Funktion der Héhe der Grenz- 
konzentration ist. Somit kénnen vergleichbare Werte tiber den speziellen 
EinfluB der Salze nur erhalten werden, wenn man Konzentrationen in 
gleichem Abstand von der Grenzkonzentration untersucht. Daher wur- 
den bei der Beobachtung des speziellen Salzeinflusses Konzentrationen 
untersucht, die um 30°, tiefer lagen als die Grenzkonzentrationen. Die 
Ergebnisse zeigt schematisch Tab. 5. 


Chloride. Wie schon bei den Konzentrationsversuchen erwahnt, 
wird die runde Form des Kokkus mit glatter Oberfliche unter der Ein- 
wirkung der meisten Chloride beibehalten. Das er- 
scheint besonders erstaunlich bei den sonst extrem 
toxisch wirkenden Salzen LiCl und CsCl. Bei BaCl, — 
und SrCl, traten jedoch ,,wiirfelartige’* Zellen mit 
rauher Oberflaiche auf. AuBerdem wurden bei diesen 


> hers . 

“i ) Rs Salzen auch sehr groBe Zellen — bei BaCl, 3,5—4,0 
Abb. 4. Zellformen bei : Loa i 
OE mol Batl, tstarien Durchmesser — beobachtet. Bei ihnen war die 
A 1). Vergr. 850 mal. —'Teilung wohl schon im Gange, aber augenscheinlich 


noch nicht beendet. Die Trennungswinde waren 
nur undeutlich oder unvollstindig ausgebildet und die Tochterzellen 
noch nicht abgerundet. Man konnte entweder 2 oder auch 4 Tochter- 
zellen erkennen (Abb. 4). Gleichen Ursprungs sind wohl auch die 
,wurfelformigen” Zellen, indem hier die Teilungstiitigkeit noch weiter 
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unterdriickt ist. Die Tochterzellen liegen, wie aus den Einbuchtungen 
der Zelle geschlossen werden kénnte, offenbar schon getrennt in der 
Mutterzelle vor, wihrend die Bildung der Zellwéinde noch verzégert oder 
im Extremfall ganz unterbunden wird. Derartig .,gekammerte~ Zellen” 
sollen bei Bakterien schon in Normalmedien ohne den Zusatz teilungs- 
hemmender Stoffe vorkommen, wie es Roprnow annimmt. 

Der Durchmesser der Zellen nimmt bei den Chloriden mit der allgemein 
hemmenden Wirkung der Kationen zu. Jedoch erzeugen die Erdalkali- 


Abb. 5. Zellgr6Ben bei 1,1 mol LiCl Abb. 6. ZellgréBen bei 0,09 mol CsCl 


(Stamm A1). Vergr6Berung 850 mal. (Stamm A1). VergréBerung 850 mal. 
Tonen nicht grundsiatzlich — wie es nach den Grenzkonzentrationen 


angenommen werden mite — gréBere Formen als die Alkali-Ionen. 

In Salzmedien von LiCl, CsCl und BaCl, waren die Zellgr6Ben recht 
unterschiedlich. Bei der Berechnung einer durchschnittlichen Zellgr6Be 
in Kulturen kommt deren starke Wirkung nicht richtig zum Ausdruck. 
In Tab. 6 sind daher hier die extremsten Zellgr6Ben einiger Salzkulturen 
angegeben (siehe auch Abb. 5 u. 6): 


Tabelle 6. Hautreme Zellgrépen in Salzkulturen. 


: = : | rnin ee a ae 
Salz, Konz. 30% unter Kleinster GroBter 


Grenzkonzentration | Durchmesser 


NaCl 2.0 11 2,2 1 
NH,Cl 2,2 pt 2.51 
MgCl, 1.6 4 19 n 
LiCl 1,44 2.5 
CsCl 1.8 yu Sly 
BaCl, | 2.0 4 3.2 MM 


Bei NaCl (Abb. 7, ¢ und d), KCl, NH,Cl, MgCl, und CaCl, waren 
typische Sarcinen zu beobachten. RbCl hatte fast keinen EinfluB auf die 
Verbandbildung, SrCl, eine geringe auflosende Wirkung. CsCl erzeugte 
besonders einzelne Zellen oder Diplokokken (Abb. 6), BaCl, einzelne in 
Teilung befindliche Zellen oder 2—4 zusammenhangende dieser Art. 


Nitrate. Im Vergleich zu den entsprechenden Chloriden beeinfluBten 
die Alkali-Nitrate mehr: stiirkere Zusammenlagerungen und noch 
groBere Zelldurchmesser. Bei den Erdalkali-Nitraten war es umgekehrt: 
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in Salzmedien mit Mg(NO,), und Ca(NO;), waren fast nur normale Zellen 
und Verbande zu erkennen, und Sr(NO;), sowie Ba(NO,), wirkten gegen- 
tiber den Chloriden schwicher. ss 


Sulf ate. Die morphologische Beeinflussung durch Sulfate war im all- 
gemeinen sehr gering. Hinsichtlich der Zellgr68e konnte héchstens eine 
Herabsetzung des Durchmessers gegeniiber den Normalformen  fest- 
gestellt werden. Weiterhin war eine geringe Tendenz zur Auflésung der 


Abb. 7. Stamm 41 unter der Einwirkung von NaCl. Vergréferung 850 mal. a) Normalkultur; 
b) 1.5 mol NaCl; ¢) 2,0 mol NaCl; d) 3,0 mol NaCl, nach 3 Tagen Bebriitung; e) 3,0 mol NaCl, nach 
9 Tagen Bebriitung: f) 3.0 mol NaCl. nach 15 Tagen Bebriitung. 


normalen Verbinde zu beobachten:; Einzel- und Diploformen herrschten 
vor. Jedoch handelte es sich nicht um die den anderen Salzen ent- 
sprechenden Konzentrationen (also 30%, unter Grenzkonzentration), 
sondern um wesentlich niedrigere. da héhere Sulfatkonzentrationen im 
allgemeinen nicht untersucht wurden, weil sie die Agarnahrbdden ver- 
fliissigen, so daB eine Beurteilung der Salzwirkung nicht méglich ist. Bei 
einigen Orientierungsversuchen zeigte sich aber, daB selbst Konzen- 
trationen von 2.0 mol Na,SO, und MgSQ,, bei vollkommener Verfliissi- 
gung des Agarnihrbodens, keine wesentlichen Veranderungen der Zellen 
hervorriefen. Anders verhielt sich der Stamm gegeniiber Li,SO, und 
Cs,SO,. Diese Salze wurden allerdings in den entsprechenden Konzen- 
trationen untersucht. Li,SO, hatte sogar von den 3 untersuchten Lithium- 
Salzen die starkste Wirkung. Cs,SO, unterschied sich in seiner Wirkung 
kaum von CsCl. 
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Beobachtung wiihrend des gesamten Wachstumsverlaufes. 


Bei gelegentlicher Beobachtung der morphologischen Beeinflussung 
iiber den Beginn des Wachstums hinaus zeigte es sich, da die Zellen in 
den Salzkulturen bei manchen Konzentrationen nach einigen Tagen 
wieder normales Aussehen annahmen. Zumindest aber wurde der Kin- 
flu®8 der Salze wieder geringer. RicHTER, HEINZEL und HINSHELWOOD 
(S. 242 ff.) beschreiben ahnliche Beobachtungen bei anderen Bakterien. 
In mittleren und héheren Konzentrationen erreichte die Riickentwick- 
lung nicht mehr ganz die normalen GréBen. Im Bereich der Grenz- 
konzentrationen blieben die morphologischen Verinderungen selbst hei 
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Abb. 8. Veriinderung des Zelldurchmessers wihrend des Wachstums bei Zusatz von NaCl(Stamm aA 7). 


sehr langer Beobachtungszeit erhalten. Bei den einzelnen Salzen konnte 
folgendes beobachtet werden: 


Chloride. NaCl (Abb. 8). je nach der Héhe der Konzentration findet 
ein langsamer oder schnellerer Abfall des Durchmessers bis zu einem 
Tiefpunkt statt, an den sich dann eine Zunahme anschlieBt, die jedoch 
nicht bis zur anfiinglichen GréBe geht. Nach Uberschreiten dieses zweiten 
Maximalwertes sinkt die GréBe der Zelle wiederum allmiahlich gering- 
fiigig ab, so da am SchluB der Beobachtung die Salzzellen in mittleren 
und hdoheren Konzentrationen noch betrichtliche GréBe haben. Ent- 
sprechende Punkte (z. B. Tiefenpunkte nach erstem Abfall der ZellgréRe) 
auf Kurven verschiedener Salzkonzentrationen lassen mit steigender 
Konzentration eine immer weitergehende Verzégerung der beschriebenen 
Entwicklung erkennen; die einzelnen Punkte riicken von Konzen- 
tration zu Konzentration hdher. Letzteres ist schon als Konzentrations- 
effekt bekannt. 
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Bei mittleren und héheren Salzkonzentrationen verschwinden die am 
Anfang des Wachstums gebildeten Sarcinen (Abb. 7, e und f. S. 113) je 
nach Hohe der Konzentration mehr oder weniger schnell und es ent- 
stehen normale oder angenahert normale Verbande. Diese Auflésune 
geht tiber unregelmafige Zusammenlagerungen und kettenformige tee 
bande, wie sie oben beschrieben worden sind, die schlieBlich in immer 
kleinere Teilstiicke zerfallen. 

Der Beginn des makroskopisch sichtbaren Wachstums liegt bei NaCl 
jeweils am Anfang des ersten Abfalls des Durchmessers. 
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Abb. 9. Veriinderung des Zelldurchmessers wiihrend des Wachstums bei Zusatz von CsCl(Stamm A 7). 


KCl, NH,Cl und RbCl. Grundsitzlich zeigte sich bei diesen Salzen 
der gleiche Kurvenverlauf wie bei NaCl. 

CsCl (Abb. 9). Der EinfluB von CsCl weicht von dem der tibrigen 
Salze ab. Die anfangliche VergréBerung des Durchmessers wird recht 
lange beibehalten, nimmt dann jedoch ziemlich plotzlich ab. Kin Wieder- 
anstieg des Durchmessers war nicht zu beobachten; am Schluf war er im 
Vergleich zu den anfanglichen ZellgréBen ziemlich klein. Die Verband- 
bildung wurde nur in niedrigen Konzentrationen wieder normal, wahrend 
bei den mittleren und héheren Konzentrationen bis zum Ende der Unter- 
suchungszeit Einzel- und Diploformen vorherrschen. 

LiCl (Abb. 10). Dieses Salz ergibt Durchmesserkurven, die zwischen 
denen der tibrigen Alkali-Chloride und CsCl liegen. 

Die Erdalkali-Chloride (Abb. 11) zeigten grundsatzlich eine ahn- 
liche Kurvenbildung wie die Alkali-Chloride. Die Untersuchungen tiber 
den speziellen SalzeinfluB lieBen aber schon vermuten, dal die Kurven 


allgemein tiefer liegen. Ein weiterer Unterschied ist, daB auch bei hoheren 
8* 
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Konzentrationen nach dem Wiederanstieg der Zellgréfen ein deutlicher 
Abfall bis zu fast normalen GréBen vor sich geht. BaCl, ergibt ahnliche 
Kurven wie CsCl in der Alkali-Reihe. 
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Abb, 10. Veriinderung des Zelldurchmessers wihrend des Wachstums bei Zusatz von LiCl 
(Stamm A 7). 
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Abb, 11, Veriinderung des Zelldurehmessers wiihrend des Wachstums bei Zusatz von CaCl, 
(Stamm 4 7). 


Nitrate. Alkaligruppe: (Abb. 12) Die Alkali-Nitrate bewirken eine 
ganz andere Kurve als die Alkali-Chloride. Es findet eine plotzliche kraf- 
tige Abnahme der Durchmesser bis zu fast normalen Formen ohne nach- 
folgende VergréBerung statt. Der anfingliche Abfall der Durchmesser- 
kurven wurde bei NaNO, mit zunehmender Konzentration steiler. — 

irdalkaligruppe: (Abb, 13) Die Erdalkali-Nitrate zeigen ebenfalls 
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emen steilen Abfall im ersten Teil der Kurve, jedoch auch einen Wieder- 


anstieg, Gegentiber Sr(NO,), wich der Stamm selbst bei mehrmaliger 
Uberpriifung stark ab. 
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Abb. 12. Veriinderung des Zelldurchmessers wiihrend des Wachstums bei Zusatz von NaNO, 
(Stamm 4 7). 
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Abb. 13. Veriinderung des Zelldurchmessers waihrend des Wachstums bei Zusatz 
von Erdalkalinitraten (Stamm <A 7). 


Sonstige Mikroorganismen. 
Bei den folgenden als Vergleichsorganismen untersuchten Stémmen wurde nur 
der spezielle SalzeinfluB festgestellt. 


Sarcina subflava (A 4). Verhielt sich in Salzkulturen fast genau wie Stamm 4 J, 
Zu bemerken ist vor allen Dingen, daB die Ausbildung von Sarcinen, die bei diesem 
Stamm in normalen Medien auftraten, durch CsCl und Cs,SO, unterdriickt warden. 
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Micrococcus candicans (A 6). Unterschied sich in Salzmedien hauptsachlich da- 
durch von Stamm 4 J und A 4, daB bei den entsprechenden Salzen keine Sarcinen 
auftraten, sondern nur verstarkte, traubenformige Zusammenlagerungen. 

Micrococcus roseus (A 12). Zeigte — entgegengesetzt der Erwartung fiir den 
halophilen Microc. roseus — kein Wachstum auf konzentrierten Kochsalzmedien. 
Tm iibrigen stimmten jedoch seine morphologischen und physiologischen Eigen- 
schaften mit denen von Microcc. roseus (nach BERGEY) tiberein. Von Salzen wurde 
dieser Stamm unter den untersuchten Organismen am wenigsten beeinfluBt, was 
mit seiner Halophilie zuasammenhangen diirfte. 


Streptococcus lactis (A 2). Die schon in Normalkulturen teilweise vorhandene 
Neigung zur Ausbildung langlicher Zellen trat unter dem EinfluB hoherer Salz- 
konzentrationen noch starker hervor. Ellipsoide Zellen, Kokken und langere Stab- 
chen (1 breit und bis zu 2,5 y lang) konnten bei allen Salzen auBer bei CsCl fest- 
gestellt werden, bei dem nur vergréBerte Kokken auftraten. Die Kettenbildung 
wurde durch héhere Salzkonzentrationen behindert: am starksten bei den Nitraten 
und Sulfaten, etwas weniger bei den Erdalkali-Chloriden, am geringsten bei den 
Alkalichloriden. Salze, die also bei anderen Stammen eine verstarkte Verband- 
bildung hervorriefen, bewirkten bei diesem Stamm das Gegenteil. 


Mycobacterium Phlei (A 7). Die in Normalkulturen ellipsoiden Zellen wurden 
unter dem EinfluB der untersuchten Chloride entweder in langgestreckte (bis 3 1) 
oder in kokkoide Formen umgewandelt. Das Verhalten des Stammes in Salzmedien 
hatte Ahnlichkeit mit dem des Stammes 4 2, nur daf allgemein weniger kokkoide 
Formen auftraten. Eine Verbandbildung war kaum zu beobachten; die einzelne 
Zelle herrschte vor. 


Mycobacterium lacticola (A 10). GemaB der Grundform des Stammes wurden in 
Salzkulturen Langstabchen bis fadenférmige Zellen ausgebildet. Ab und zu traten 
keulenformige Zellen auf. 


Corynebacterium segmentosum (A 11). Die Formenmannigtaltigkeit in Salz- 
kulturen erschwert die Angabe einer charakteristischen Form fiir einzelne Salze. Bei 
den Alkalichloriden wurden hauptsachlich langgestreckte, keulenférmige und teil- 
weise verzweigte Zellen von betrachtlicher GréBe gefunden. Eine Ausnahme bildete 
wiederum CsCl, das hauptsichlich kokkoide Formen erzeugte. Fiir die Erdalkali- 
chloride waren dagegen hantel- und tropfenférmige Zellen, die nur wenig groBer 
waren als Normalzellen, charakteristisch. 


Rhodotorula minuta (A 9). Die morphologische BeeintluBbarkeit dieser Hefe war, 
wenn tiberhaupt zu beobachten, nur geringfiigig. Die Zellen waren bei Salzzusitzen 
im allgemeinen etwas runder, und im Gegensatz zu Normalzellen waren kaum 
Inhaltskorper zu erkennen. Auch KarrERMANN beobachtete, daB manche Hefen 
durch erhéhte Salzzusitze in Nihrmedien morphologisch kaum beeinfluBt werden. 


AbschlieBende Bemerkungen 
liber die morphologische Beeinflussung. 

Unter Vernachlassigung einzelner Abweichungen kann man sagen, dab 
bei getrennter Betrachtung der Alkali- und Erdalkalisalze der spezielle 
KinfluB der Salze zunimmt, je tiefer die entsprechenden Grenzkonzen- 
trationen liegen, Vom Standpunkt der Ionen-Wirkungen gesehen, er- 
geben sich zunehmende Beeinflussungen : 


K, Na, NH,, Rb, Li, Cs_ | Mg, Ca, Sr, Ba | SO,, Cl, NO,. 


on —-= —— ~ 
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Beriicksichtigt man die quellenden und entquellenden HKigenschaften 
der Ionen, so ergibt sich folgende Erklirung fiir die Tonenwirkungen : 
Da® Ionen mit quellenden Eigenschaften eine verstarkte Veranderung, 
solche mit entquellenden mehr eine Erhaltung der Normalform bewirken 
(Kano, Heinze.), kann mit gewissen Einschrankungen bestatigt werden. 
Vor allen Dingen mu man dabei die quellenden und entquellenden 
Tonen jeweils in ihrer Gesamtheit betrachten. Einzelne Ionen durch- 
brechen mit ihrer Wirkung allgemeine Regeln. 


Bei den Chloriden rufen in der Anfangsphase des Wachstums von 
Salzkulturen sowohl die quellenden als auch die entquellenden Lonen 
eine VergroBerung der Zellen hervor, die bei den quellenden Alkali-lonen 
im Durchschnitt erheblicher ist als bei den entquellenden Erdalkali- 
Tonen. Nach langerer Kulturdauer tritt der Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen dadurch staérker hervor, da unter Hinwirkung der 
quellenden Ionen wesentlich groBere Zellen beibehalten werden als bei 
den entquellenden. Ein gutes Beispiel fiir diese Erscheinungen ist 
BaCl,. Es zeigte in der Anfangsphase sogar eine starkere Einwirkung 
als das entsprechend stehende CsCl. Am Ende der Beobachtungszeit 
sind aber die Zellen in BaCl,-Kulturen wieder kleiner als in denen 
von CsCl. 

Fir die Nitrate konnte dagegen ein Unterschied zwischen den 
quellenden und entquellenden Kationen nur in der Anfangsphase des 
Wachstums in gleicher Weise wie bei den Chloriden erkannt werden. In 
der Endphase fanden sich bei beiden Kationengruppen nur normale 
Formen, was bei der stark quellenden Eigenschaft der Alkali-Nitrate 
erstaunlich ist. Darin zeigt sich eben, da die Kigenschaften der Kinzel- 
Jonen nicht immer klar und getrennt zu erkennen sind. 

Bei den Sulfaten tiberwiegt anscheinend der stark entquellende Kin- 
flu8 des Anions; es treten fast nur normale Formen auf. Li,SO, und 
Cs,SO, durchbrechen jedoch diese Regel. In diesem Falle bestimmen an- 
scheinend das Lithium- bzw. Casium-Ion die Wirkung des Salzes. 

Die Erscheinung, daB ein Ion die Gesamtwirkung des Salzes be- 
stimmt, scheint iiberhaupt verbreitet zu sein, worauf Hernzei (1948) 
schon hingewiesen hat. Von der quellenden Wirkung des Nitrat-Ions ist 
z. B. bei den Erdalkali-Nitraten nichts zu bemerken, sie bewirkten eine 
geringere Abweichung von der NormalgroBe der Zellen als Erdalkali- 
Chloride. Bei den Alkali-Nitraten tritt dagegen eine Erhéhung der 
quellenden Wirkung des Salzes gegeniiber den entsprechenden Chloriden 
en, 

Bei den Grenzkonzentrationsversuchen wurde schon erortert, ob die 
manchmal ahnliche toxische Wirkung von Lithium- und Magnesium- 
salzen mit der Querbeziehung des Lithiums im periodischen System der 
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Elemente erklart werden kann. Die morphologischen Untersuchungen 
ergaben, daB die Lithiumsalze andere Veranderungen als die Magnesium- 
salze hervorrufen. 


Aus den bei den einzelnen Stémmen hervorgerufenen Veranderungen 
der Zellformen und Verbande diirfte hervorgehen, daB die Ausbildung 
extremer Wuchsformen in Salzmedien durch die Form der Ausgangs- 
zellen in Verbindung mit der Lage der Teilungsebenen bestimmt wird. 
Die Salze rufen also nicht neue Zellformen hervor, sondern durch die 
Hemmung der Zellteilung kénnen nur solche Formen und Verbande 
entstehen, die schon in den Kigenschaften der Normalformen fest- 
gelegt sind. BewuBt unberiicksichtigt bleiben bei den folgenden 
Schilderungen die vollkommen regellos veriinderten Involutionsformen. 
Unter diesem Gesichtspunkt sei auf das Verhalten einiger Staémme 
eingegangen. 

Ad. Micrococcus. Es diirften 3 alternierende und jeweils senkrecht 
aufeinanderstehende Teilungsebenen auftreten. Das geht daraus hervor, 
daB schwacher wirkende Ionen zur Bildung von Sarcinen fiihren, die 
jedoch nach langerer Kulturdauer zu unregelmaBigen Zusammenlage- 
rungen auseinanderfallen. Starker wirkende Ionen (Cs, Li, Sr, Ba) unter- 
driicken die Teilungstitigkeit soweit, daB einzelne sehr groBe Zellen ent- 
stehen kénnen. Dabei bewirken quellende Ionen (Li, Cs) runde glatte 
Formen, da die Zellteilung anscheinend bis zur Erreichung einer be- 
stimmten Grobe vollkommen aussetzt. Entquellende Lonen (Sr, Ba) 
hemmen dagegen die Zellteilung nicht véllig, sondern verlangsamen sie 
nur, so daB viele in Teilung befindliche oder auch ,,gekammerte* Zellen, 
entstehen, 


A 6. Micrococcus. Ber der Hemmung der Zellteilung treten niemals 
Tetraden oder Sarcinen, sondern nur unregelmaBige, traubenformige 
Zusammenlagerungen auf, Es handelt sich also um eine Verbandbildung, 
die fiir Staphylokokken typisch ist. Man kénnte annehmen, daB zwar 
mehrere Teilungsebenen vorhanden sind, die jedoch nicht senkrecht zu- 
einander stehen. 


A 2. Streptococcus. Dieser Stamm besitzt nur eine Teilungsebene; nur 
so kann die Kettenform entstehen. Wird die Teilung etwas verzégert, 
wie es bereits in Normalkulturen in der Anfangsphase des Wachstums 
der Fall ist, so treten ellipsoide Zellen auf. Durch Salze wird diese Er- 
scheinung noch verstarkt und es erscheinen langere Stabchen. Dies ist 
jedoch nicht immer der Fall. Cs und Li bilden trotz starker hemmender 
Wirkung im allgemeinen nur grofere Kokken aus, da hier die Zellteilung 
bis zu einem gewissen Punkt vollkommen gehemmt wird, und auch bei 
den tibrigen Alkali-Tonen treten hauptsichlich Kokken und in geringerer 
Zahl Stibchen auf. Es mégen hier entsprechende Verhiltnisse vorliegen 
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wie bei 4d / und A 6. Durch entquellende Erdalkali-lonen entstehen 
mehr stabchenformige, ,,gekammerte’” Zellen. bei denen nur die 
letzte Stufe der Zellteilung, die Ausbildung der Querwand, verzégert 
wird. 

BuRKE u. Mitarbeiter konnten bei einem Staphylococcus aureus abnilichen Stamm 
die Ausbildung von Stabchen beobachten. Danach mitiBte es sich um einen Orga- 
nismus handeln, der nur eine Teilungsebene besitzt und in Salzmedien ein ahnliches 
Verhalten aufweist wie der besprochene Stamm 4 2, nur da er nicht die Fahigkeit 
besitzt, in Normalkulturen Ketten auszubilden. Da Staphylococcus aureus als 
Micrococcus pyogenes var. aureus neuerdings zu den Mikrokokken gestellt wird (siehe 
Berceys Manual of Determinative Bacteriology, 6. Aufl., 1948), diirfte es einmal 
interessant werden, die Gruppe der Mikrokokken unter dem Gesichtspunkt der 
Teilungstatigkeit zu betrachten. Jedoch miiBten dazu erst weitere Untersuchungen 
durchgefiihrt werden. Es kénnte sich dann vielleicht zeigen, da in dieser 
Gruppe Organismen vereinigt sind, von denen manche in ihrem Teilungsmecha- 
nismus Beziehungen zu den Sarcinen, andere zu den Streptokokken aufweisen, 
wieder andere wirkliche Staphylokokken mit der Ausbildung unregelmaBiger Zu- 
sammenlagerungen sind, wie sie bei Stamm 4 6 auftraten. 


Ein Unterschied zwischen Kokken mit nur einer und solchen mit 
mehreren Teilungsebenen ist zweifellos vorhanden. Ob jedoch ein wirk- 
licher Unterschied im Teilungsmechanismus zwischen sarcinadéhnlichen 
Mikrokokken und Staphylokokken, wie er dargestellt wurde, besteht. ist 
natiirlich nicht sicher und mu erst noch durch weitere Untersuchungen 
entschieden werden. 


IL. Anpassungsversuche. 


Zur Entscheidung der Frage, ob die durch die Salze hervorgerutenen morpholo- 
gischen Veranderungen fixiert oder verstarkt werden konnten oder wieder verloren- 
gehen (nach Angaben in der Literatur muBte letzteres angenommen werden: 
CLERFREYT, BOrrGer, KarrermMaNnn, Heinzet, Harm) wurden die Stamme Al 
und 4 ? und folgende Salze benutzt: A 7 LiCl, NaCl, BaCl,, Cs,SO,; A 2 LiCl, NaCl. 
Zwei verschiedene Arten der Passagenkultur wurden je Salz und Stamm an- 
gewendet. 

Anpassungsmethode A. Es wurde mit einer hohen Salzkonzentration be- 
gonnen und diese iiber so viele Passagen beibehalten, bis eine deutliche Anpassung 
vorhanden war. Alsdann wurde die Konzentration erhoht. — Anpassungs- 
methode B. Hier wurde mit einer niedrigen Konzentration begonnen und diese 
dann von Passage zu Passage unabhangig von dem Anpassungserfolg erhoht. 

Die Passagenkulturen wurden makroskopisch und mikroskopisch laufend tiber- 
priift. Je Salzkonzentration wurden zwei Parallelkulturen hergestellt, von denen 
die eine bei jeder Passage mit dem Ausgangsstamm, die andere mit dem Passagen- 
stamm beimpft wurde. Wurde beim Vergleich dieser Kulturen irgendeine 
Abweichung des Passagenstammes festgestellt, die nicht mehr mit den. tiblichen 
Versuchsschwankungen zu erklaren war, so wurde dieser Befund nochmals iiber- 
pruft. j 

Die Dauer einer Passage betrug bei beiden Methoden 7 Tage. Bei allen Unter- 
suchungen wurde MPA als Kulturmedium verwandt. Bei der Besprechung der Er- 
gebnisse werden die Passagenstamme je nach dem Salz, an das sie angepaBt werden, 
mit A 1 Ad LiCl, 4 1 Ad NaCl usw. bezeichnet. 
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KHryebnisse mit Anpassungsmethode A. 


Geschildert seien die Versuche mit Ausgangsstamm dA /; die mit A 2 


erhaltenen fiihrten zu gleichen Ergebnissen. 

LiCl. Die Anfangskonzentration betrug 1,1 mol LiCl. Schon nach der ersten 
Passage konnte eine geringfiigige Anpassung in Form eines schnelleren und besseren 
Wachstums des Passagenstammes bemerkt werden, wahrend mikroskopisch keine 
Veranderung gegentiber dem Ausgangsstamm zu erkennen war. Im ganzen war die 
Anpassung also noch nicht so deutlich, daB schon eine ErhGhung der Konzentration 
vorgenommen werden konnte. Im weiteren Verlauf der Passagenkultur konnte eine 
schrittweise Anpassung des Wachstums und etwas spiater auch festgestellt werden, 
daB der Passagenstamm auf 1,1 mol LiCl weniger anomale Zellen und Verbande 
bildete als der Ausgangsstamm. Nach 6 Passagen war die Anpassung so deutlich, 


Abb. 14. Die Anpassung von Stamm 4 / anl,l mol LiCl nach 6 Passagen auf dieser Konzentration. 
Aut dem linken R6hrehen jeweils der angepabte Stamm, auf dem rechten der Ausgangsstamm. 
a) nach 24 Std, b) nach 72 Std, c) nach 190 Std Bebriitung. 


daB A 7 Ad LiCl sich wesentlich anders als der Ausgangsstamm verhielt. Es wurden 
daher mehrere Kontrollversuche durchgefiihrt; als Beispiel diene Abb. 14a—c. 
Danach war klar, daB der Stamm dA 7 Ad LiCl resistent geworden war. Die 
Konzentration wurde daher auf 1,3 mol LiCl erhéht. Hier war die Beeinflussung 
natiirlich wieder starker. Jedoch wuchs A 7 Ad LiCl gleich besser an als der Aus- 
gangsstamm. Nach 3 Passagen war wieder eine deutliche Anpassung zu beobachten. 
Deshalb konnte die Konzentration auf 1,5 mol erhéht werden. Es gelang auf diese 
Weise innerhalb von 45 Passagen eine Konzentration von 2,4 mol zu erreichen, was 
einer Grenzkonzentration von 3,0 mol LiCl entsprach. Dieser Stamm besaB jetzt 
auBerdem die Fahigkeit, auf 1,0 mol LiCl noch vollkommen normale Formen aus- 
zubilden. 


Im Laufe der Passagenkultur wurde mit zunehmender Konzentration des 
Salzes eine immer gr6Bere Zahl von Passagen notig, um eine gewisse Anpassung zu 
erhalten. So war bereits nach 25 Passagen eine Konzentration von 2,1 mol erreicht. 
Ks bedurfte dann aber noch weiterer 20 Passagen, um an eine solche von 2.4 mol 
anzupassen. Trotz Verdoppelung der Passagenzahl konnte die Konzentration also 
nur noch geringfiigig heraufgesetzt werden. Man mu daher annehmen, da8 in 
diesem Falle (also bei 7 Tagen Bebriitungszeit) etwa die Grenze der Anpassungs- 
fahigkeit erreicht wurde und weitere Erhdhungen der Konzentration nur noch in 
geringem Umfange und nach sehr langer Passagenkultur méglich sind. 

Nach Erhohung der Konzentration wahrend der Passagenkultur traten jedes 
Mal auf der Impfspur punktformige Kolonien auf (Abb. 15). In weiteren Passagen 
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mit derselben Konzentration stellte sich wieder ein gleichmaBiges tiber die ganze 
Impfspur geschlossenes Wachstum ein. 

Stamm AJ Ad LiCl unterschied sich bei Uberfiihrung auf Normalmedien in 
Wachstumsgeschwindigkeit und Gré6Be der Zellen im allgemeinen nicht von dem 
Ausgangsstamm. Manchmal schien er allerdings eine etwas verlangerte Anfangs- 
phase zu haben, die jedoch schon in der zweiten oder dritten Passage im Normal- 
medium wieder zurtickging. Das mikroskopische Aussehen glich auf Normalmedien 
vollkommen dem des Ausgangsstammes. In normalen wie auch in Salzmedien 
zeichnete sich A 7 Ad LiCl durch eine verringerte Farbstoftbildung aus. 

Cs,SO, und BaCl,. Im allgemeinen verhielt sich der Stamm bei der Anpassung 
ahnlich wie bei LiCl, nur daB bei Cs,SO, die Anpassung schneller und bei BaCl, lang- 
samer vor sich ging als bei LiCl. 

NaCl. Die Anpassung verlief wesentlich anders als bei den bisher genannten 
Salzen. Die Passagenkultur wurde mit 3,0 mol begonnen. Bis zur ersten deutlichen 
Anpassung wurden 20 Passagen benotigt. Danach wurde die Konzentration auf 
3,5 mol erhéht. Nach insgesamt 55 Passagen ohne weitere Konzentrationserhohung 
erschien die Anpassung in Anbetracht der Anzahl der Passagen gering. Kine An- 
passung war nur in Form eines schnelleren Wachstums von 4d 7 Ad NaCl gegeniiber 
dem Ausgangsstamm vorhanden. Die maximalen Wachstumsgr6Ben nach langerer 
_Kulturdauer waren dagegen ziemlich gleich. Mikroskopisch leB sich erkennen, dats 
die morphologische Beeinflussung kaum nachgelassen hatte. Wahrend der Passagen- 
kultur konnte bei Erhéhung der Konzentration kein punktformiges Wachstum be- 
obachtet werden. Auf Normalmedien glich A 7 Ad NaCl vollkommen dem Ausgangs- 
stamm. 


Hrgebnisse mit Anpassungsmethode Bb. 


Bei allen Passagenreihen waren mit den Passagen auf niedrigen Konzentrationen 
entweder keine oder nur ganz geringfiigige Anpassungen zu erreichen., Erst bei 
Konzentrationen, wie sie bei Anpassungsmethode A angewandt wurden, konnten 
Anpassungen beobachtet werden. 


Kultivierung der angepapten Stimme auf Normalmedien. 


Zur Entscheidung der Frage, ob die angepaliten Stamme bei langerer 
Kultivierung auf Normalmedien ihre Anpassung beibehielten oder wieder 
yerloren, wurden folgende Passagen durchgefiihrt: 4d 7 Ad LiCl 40. 
Ail Ad BaCl, 30, A 7 Ad Cs,SO, 30, A 7 Ad NaCl 10 Passagen auf 
Normalmedien. 

Nach jeweils 5 Passagen wurde die Resistenz gepriift. Bei den Stammen 
41 Ad LiCl, 47 Ad BaCl, und A 7 Ad Cs,SO, ging die Anpassung nicht 
verloren. 4 1 Ad NaCl hatte nach 5 Passagen seine Anpassung teilweise 
nach 10 Passagen vollkommen eingebiiBt. 


Kreuzanpassunyg. 


Wie bekannt, kann die Anpassung an eine hemmende Substanz vieichzeitig eine 
Resistenz gegen eine andere mit sich bringen (Cross-Adaptation). Es wurde mit an- 
gepaBten Stammen eine begrenzte Zahl von Versuchen durchgefiihrt, die folgende 


Ergebnisse erbrachten. 
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a) A 7 Ad LiCl und A 2 Ad LiCl. AngepaBbt an: LINO, und Li,SO,. Nicht an- 
gepaBt an: NaCl, KCI, RbCl, CsCl, MgCl,, CaCl, — b) A 1 dd BaCl,. Angepabt 
an: geringfiigig Ba(NO,)). Nicht angepaBt an: NaCl, KCl, MgCl,, CaCl,. — ce) Ad 1 Ad 
C's,SO,. AngepaBbt an: CsCl. Nicht angepaBt an: LiCl, NaCl, KCl, RbCl, MgCl. 
CaCl,. — d) A 7 Ad NaCl und A 2 Ad NaCl. AngepaBt an: KCl, NH,Cl. Nicht an- 
gepaBt an: LiCl, CsCl, RbCl. Wuchsen schlechter als Ausgangsstamm auf: MgCl,, 
CaCl,. 


Abschliepende Bemerkungen iiber die Anpassungsversuche, 


Angepabte Stamme wuchsen in Salzkulturen besser als die Ausgangs- 
stamme und erlangten die Fahigkeit, bei Salzkonzentrationen, die sonst 
anomale Zellen und Verbande bewirkten, wieder mehr oder weniger nor- 
male Formen auszubilden. Hieraus kann man trotz der Variabilitaét der 
Bakterien die Konstanz bestimmter Lebensformen erkennen. Nach der 
Passagenzahl, die notwendig ist, um eine gewisse Anpassung zu erreichen, 
kann man die Salze folgendermaBen anordnen: 


Adi Cs,80,< LiCl < BaCl, <NaCl 
42 Lidl < NaCl 


NaCl unterscheidet sich dabei also stark von allen anderen Salzen. 


Fur die Grenzkonzentrationen ergibt sich: Je hemmender ein Salz 
wirkt, um so relativ schneller und besser ist eine Anpassung mdéglich. 
Weiterhin, daB in den Fallen mit leichter und schneller Anpassung 
(LiCl, BaCl,, Cs,SO,), diese auch bei langerer Kultivierung in Normal- 
medien erhalten bleibt. War die Anpassung aber nur schwer und langsam 
moglich (NaCl) so geht sie auch schnell verloren. 

Bei langsamer Anpassung und schnellem Verlust kénnten die Anpassungen durch 
Modifikationen zustande kommen (NaCl). Geht die Anpassung schnell vor sich und 
wird sie langer beibehalten, kénnte es sich um die Auslese resistenter Zellen han- 
deln (LiCl, BaCl,, Cs,8O,; vgl. noch Abschnitt IV, 1 u. 3). Fiir die Entstehung von 
Modifikationen bei Kinwirkung von NaCl sprechen: Das iiber die ganze Impfspur 
geschlossene Wachstum; die langsame und_ schlechte Anpassungsfahigkeit an 
dieses Salz; der schnelle Verlust der Anpassung bei Kultivierung auf Normal-_ 
medien, Fiir die Auslese resistenter Zellen bei den anderen Salzen sprechen folgende 
Beobachtungen: Das punktformige Wachstum bei erhéhten Salzkonzentrationen: 
die schnelle und gute Anpassung an diese Salze; die Beibehaltung der Anpassung 
iiber viele Passagen im Normalmedium. 


IV. Kinige weitere Beobachtungen iiber das Verhalten der Stimme 
in Salzmedien. 
1. Grenzkonzentrationen in Abhdingigkeit von der Bebriitungszeit. 
Micrococcus flavus (A 1). Nach einer 6tagigen Bebriitungszeit bei 25° 
werden fiir NaCl absolute Grenzkonzentrationen erhalten, da nach 
diesem Zeitraum keine héheren Konzentrationen mehr neu bewachsen 
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werden. Anders war es bei LiCl, CsCl und BaCl,, wo sich auch nach 
15 Tagen das Wachstum noch auf immer héhere Konzentrationen aus- 
dehnte: Auch diese Beobachtung spricht fiir eine Selektion resistenter 
Keime bei LiCl. 

Micrococcus candicans (A 6). Auf Grund der niedrigen Grenzkonzentrationen, 
die EISENBERG fiir diesen Organismus fand (2,5 mol NaCl nach 2—3 Tagen, vel. 
weiter ALHA, KouLumtes), wurde auch hier der Einflu8 der Bebriitungszeit tiber- 


priift. Es konnte nach 2 Tagen eine Grenzkonzentration von. 2.0 mol NaCl. nach 
6 Tagen jedoch eine von 3.8 mol NaCl ermittelt werden. 


2. Kritischer Konzentrationsbereich bei LiCl. 


Bei Vorversuchen wurde beobachtet, daB zwischen 1.0 und 1.5 mol 
LiCl die maximalen Wachstumsgr6Ben plotzlich abfielen, wahrend bei 


Abb. 15. Kritischer Konzentrationsbereich bei Stamm A/Z fiir LiCl nach 14 Tagen Bebriitung. 
RGhrchen 1 bis & (von links) LiCl, Réhrchen 9 bis 16 NaCl. 5. R6hrehen von links 1.0 mol TiC}, 
6. R6hrehen 1,2 mol LiCl, 


NaCl beim Vergleich steigender Salzkonzentrationen ein gleichmafiger, 
allmahlicher Abfall stattfindet. Zur genaueren Untersuchung wurden 
Salzkulturen enger gestaffelt. Das Ergebnis nach 14 Tagen Bebriitung 
zeigt Abb. 15. Bei LiCl findet also ein plétzlicher Abfall der Wachs- 
tumsgréBen zwischen 1,0 und 1,2 mol statt. Dieser Bereich wurde als 
kritischer Konzentrationsbereich bezeichnet. Ahnliche Beobachtungen 
haben WEINLAND und HEINZEL gemacht. 

Das Wachstum setzte bei LiCl nach lingerer Verzogerung oft sehr 
plétzlich ein und schritt dann ziemlich schnell iiber punktformiges Kolo- 
nienwachstum (Abb. 15) noch bis zu normalen Wachstumsgr6Ben fort. 
Diese Erscheinung wurde in den folgenden Versuchen weiter tiberpriift. 


3. Die Reduktion von TTC durch Stamm Al 
in verschiedenen Wachstumsstadien von Salzkulturen. 
Es erwies sich als notwendig, zunichst mit Normalkulturen eine 
passende Methode zu entwickeln. Zu diesem Versuche dienten Stamm 
A 1 und ein Institutsstamm von Bac. mycoides. 
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Methodik: 30 Reagenzréhrchen wurden mit 5 cm? fliissiger Nahrlésung (PM) 
beschickt, im Autoklaven. sterilisiert, anschlieBend mit gleichen Mengen einer 
Bakteriensuspension beimpft und bebriitet. In zeitlichen Abstaénden wurde bei je 
2 Rohrchen die TTC-Reduktion in folgender Weise gepriift: 1 Std vor dem Unter- 
suchungstermin wurden den zu untersuchenden Réhrchen 1 cm* 1% iger steriler 
TTC-Lésung zugegeben. Am Untersuchungstermin wurde das Rohrchen mit 
3.5 em? Athanol versehen, kraftig geschiittelt, 5 min stehen gelassen und dann 
2 cm? Amylalkohol zugefiigt, der nun mit der Nahrlésung und Athanol ein 
homogenes Gemisch bildet. Nach weiteren 15 min wurden 4 cm® Wasser nachgefiillt, 
wodurch der Amylalkohol wieder aus dem Gemisch austrat und sich mit dem in 
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ihm gelosten roten Formazan als getrennte Zone tiber dem restlichen Fliissigkeits- 
gemisch ansammelte. Darauf wurde mit einer selbst hergestellten Formazan-Farb- 
serie der Grad der Rotfarbung festgelegt. 

Fiir die beiden oben genannten Staémme ergaben sich fiir salzfreie 
Nahrmedien Wachstumskurven (siehe A. Rrpprt 1925), wie man sie 
auch mit anderen Methoden findet. Man kann daher wohl annehmen, 
das in diesem Falle die Stiirke der Formazan-Bildung durch die Kulturen 
dem fortschreitenden Wachstum parallel geht. 


Bei Versuchen an Salzkulturen mit LiCl und NaCl wurden Kon- 
zentrationen verglichen, die sich, bezogen auf die Grenzkonzentrationen 
beider Salze, entsprachen und bei LiCl unter dem kritischen Konzen- 
trationsbereich lagen. Das Ergebnis bringt Abb. 16. Der Vergleich mit 
der Kurve der Normalkultur zeigt, dafi die Hemmung des Reduktions- 
vermogens der LiCl-Kulturen auf die Anfangsphase beschrankt ist. Nach 
Uberwindung dieser Verzégerung nimmt es schnell zu und erreicht die 
maximalen Werte der Normalkultur. NaCl-Kulturen erreichen diese 
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nicht; das Reduktionsvermoégen bleibt wahrend der ganzen Entwicklung 
herabgesetzt. Mit steigender NaCl-Konzentration nimmt das maximal 
erreichte Reduktionsvermégen ab. 


Sollte die Annahme stimmen, da die Fahigkeit zur Reduktion von 
TTC dem fortschreitenden Wachstum proportional geht, so konnte man 
sagen, daf LiCl besonders stark auf die Anfangsphase des Wachstums 
einwirkt. Bei niedrigen Konzentrationen findet man sogar nach Uber- 
windung dieser Phase eine Stimulation des Wachstums. 


Diese Erscheinungen kénnen so gedeutet werden, daf ein groBer Teil 
der eingeimpften Zellen in LiCl-Kulturen gehemmt wird und durch 
Vermehrung weniger resistenter Individuen erst einmal eine gentigende 
Zellzahl in der Kultur erreicht werden mu, damit das Wachstum 
normal und ohne weitere Behinderung fortschreiten kann (siehe An- 
passungsversuche). In NaCl-Kulturen gibt es dagegen keine besondere 
Resistenz einzelner Zellen. Der gesamte Wachstumsverlauf wird ver- 
zogert und die Wachstumsgréfen herabgesetzt. weil die Zellen alle 
gleichmaBig stark beeinfluBt werden. 


4. Blasenformige Gebilde bei Sulfatzusatz : 
Bac. mycoides unter Hinwirkung von MgSO,. 


Bei Sulfatzusatz traten in ungeimpften Nahrlésungen MPA und PM blasenformige 
Gebilde, Ausfallungen, von 5—20 « Durchmesser auf, die mit groBen Kokken ver- 
wechselt werden kénnten und auch schon von Stapp u. ZyCHA sowie Boas beob- 
achtet wurden. Bei dem Saurebildner Stamm A / traten in solchen Blasen nach 
10—12 Tagen Kulturdauer kleine, 1,0—2,0 « grofe Kiigelchen auf, offenbar durch 
die Stoffwechseltatigkeit der Bakterien entstanden. Die gleiche Erscheinung lief 
sich in Caseinlésung mit Sulfatzusatz ohne Bakterien erzielen: GroBe Kugeln, in 
deren Innern nach Saurebehandlung kleine Kugeln entstanden. Beide lésten sich in 
Lauge auf. Es handelt sich offenbar um Eiweifausfallungen, die durch Sauren in 
kleinere Elemente zerteilt werden. 

Die von Srapp u. Zycua beschriebenen Blasen an Zellen von Bac. mycoides konn- 
ten ebenfalls beobachtet werden. Es lieB sich jedoch nicht entscheiden, ob sie schon 
an der lebenden Zelle entstehen oder ob es sich um postmortale Erscheinungen 
an abgestorbenen Zellen oder endlich um zufallige Anlagerungen. handelt. Die aus- 
gesprochen geringe Wirkung von Sulfaten und besonders von MgSO, auf die Form 
verschiedener Bakterien legt jedoch die Vermutung nahe, daB es sich um Vor- 
ginge handelt, die sich nicht bereits an der lebenden Zelle abspielen. Daf der 
Organismus bei Blasenbildung eines Teiles oder der ganzen Zelle sofort abstirbt. 
wird ja auch von den genannten Autoren angenommen. 


SchluBbetrachtungen. 


Die Hemmung der Lebenstatigkeit von Mikroorganismen und ihre 
morphologische Veranderung durch erhéhte Salzkonzentrationen hat 
man oft mit der toxischen Wirkung auf andere Organismen und mit dem 
Einflu8 der Salze bei einzelnen physiologischen Vorgiingen verglichen. 
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Zur Erklirung der unterschiedlichen Salzeffekte hat man die Abwand- 
lung der physikochemischen Konstanten der Ionen herangezogen. So 
kam Prrscue fiir die Ionen der Alkali- und Erdalkaligruppe und der 
Halogene zu dem Ergebnis, dal allgemein diejenigen onen am wenigsten 
zu hemmen scheinen, die dem Argontypus entsprechen. Je weiter sich 
ein Ion davon entfernt, je mehr es sich also dem Helium- oder dem 
Xenontypus nahert, desto stiirker sei seine toxische Wirkung. Diese 
Regel kann durch die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen bestatigt 
werden. 

Es ergab sich daher, daB die toxischen Wirkungen der Kationen nicht 
linear abhangig von der Abwandlung ihrer physikalischen Eigenschaften 
(z. B. IonengroéBe, Wertigkeit) sind und nicht parallel den Wirkungen 
gehen, die sie bei der Untersuchung von Einzelerscheinungen am lebenden 
und toten Objekt zeigen (z. B. Quellung, Permeabilitat). In welcher Weise 
kann nun die Toxizitaétsreihenfolge erklart werden / 

Es ist immer wieder die Frage aufgetaucht, ob es sich bei den toxischen Wir- 
kungen der Ionen um einen bakteriostatischen oder bactericiden Effekt handelt. 
AutHA und Kovnumtes haben die Ergebnisse bakteriostatischer Versuche mit 
solchen verglichen, die aus Versuchen stammten, bei denen die Bakterien reinen 
Salzlésungen (ohne Nahrstoffe) ausgesetzt und anschlieBend auf einem optimalen 
Nahrboden kultiviert wurden. Diese letztgenannten Untersuchungen wurden von 
ihnen ,,bactericide Experimente* genannt. Dabei wurden die Bakterien von Alkali- 
chloriden (AnHA) und von Erdalkalichloriden (KouLumtss) in ,,bactericiden Ex- 
perimenten* sehr wenig beeinfluBt, wahrend sich bei bakteriostatischen Versuchen 
in salzhaltigen Nahrl6sungen starke Unterschiede in der toxischen Wirkung der 
Ionen ergaben. Somit tritt bei diesen Ionen die toxische Wirkung hauptsachlich 
beim Wachstum, also wahrend der aktiven Lebenstiatigkeit, in Erscheinung und 
nicht schon dann, wenn man die Bakterien nur voriibergehend dem Einflu8 von 
Salzl6sungen aussetzt. Es wird also nicht eine Abtétung der Zelle erreicht. sondern 
nur die Stoffwechsel- und Teilungstitigkeit gehemmt. Natiirlich werden die Zellen. 
bei zu hoher Konzentration und zu langer Einwirkung infolge der Lahmung simt- 
licher Funktionen zugrunde gehen. Ich méchte daher annehmen, daB es sich bei den 
Wirkungen der Alkali- und Erdalkali-Tonen um rein bakteriostatische Effekte 
handelt. 

Die Stiirke der bakteriostatischen Wirkung der Ionen setzt sich aus 
2 Faktoren zusammen: Dem Konzentrationseffekt, der durch die 
Adsorptionsbeziehungen zwischen Salzkonzentration und der Oberfliche 
der Plasmastrukturen bestimmt wird, und der speziellen Tonen- 
wirkung, die durch die Adsorptionsverdrangung (ABDERHALDENsches 
Phinomen, siehe Boas 1928) und durch die Hydratationsvorgiinge 
(Boas 1928) der beteiligten Ionen an den spezifischen Strukturen des 
Plasmas bedingt ist. Kine Erklarung fiir den Konzentrationseffekt ist 
bereits S. 108 gegeben worden. 

Wie die speziellen bakteriostatischen Ionen-Wirkungen zustande 
kommen, erkennt man, wenn man die Verbreitung der hier behandelten 
Kationen in der Natur betrachtet, Die Tonen von Na. K, Mg und Ca sind 
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auf der Erdoberflache am weitesten verbreitet, und sie erweisen sich als 
am wenigsten toxisch. Es sind die Ionen, die dem Neon- und Argontypus 
entsprechen. Die Lebenstitigkeit aller Organismen ist sozusagen von 
vornherein an sie angepaBt. Die Wirkungen dieser Ionen bestimmen in 
natirlichen Konzentrationen sogar den normalen Aggregatzustand des 
Plasmas und damit den Lebensablauf der Organismen. 

Wirken diese Ionen aber in héheren Konzentrationen auf die Zelle 
ein, so decken sie die Oberfliche der Plasmastrukturen und Enzyme ab 
und behindern dadurch den Zutritt der Nahrstoffe, die hier verarbeitet 
werden miissen. Gleichzeitig st6ren sie das Gleichgewicht der quellenden 
und entquellenden Ionenwirkungen, auf das der normale Lebensablauf 
eingestellt ist. Der Abdeckungseffekt spielt in diesem Falle aber wohl die 
groBere Rolle, da oft noch sehr hohe Konzentrationen vertragen werden 
und man annehmen miibte, da schon bei wesentlich niedrigeren Konzen- 
trationen das Ionengleichgewicht der Zelle gestért sein miiBte. 

Tonen, die von diesem Typus abweichen, kénnen die von dem Organis- 
mus benotigten normalen Ionen verdrangen, ohne dabei deren Funktion 
erfullen zu konnen. Durch ihre abweichenden Eigenschaften stéren sie 
schon in niedrigen Konzentrationen das Gleichgewicht der normalen 
Ionenwirkungen. Je mehr also ein Ion vom Neon- und Argontypus ab- 
weicht, um so geringere Mengen sind notig, um den Organismus zu 
hemmen. 

Die bei eigenen Versuchen gefundene Anpassung an NaCl war nur 
geringfiigig, ging nur langsam vor sich und auch wieder schnell verloren. 
Das kann so zu verstehen sein, daB die Lebenstitigkeit in weitgehendem 
Mae an die Wirkungen dieser Ionen angepaft ist. Eine Uberwindung 
des oben geschilderten Abdeckungseffektes ist fiir die Zelle jedoch 
schwierig. Bei den geringen erreichten Anpassungen wird es sich um 
Modifikationen in Form einer reversiblen Veriinderung von Plasmaober- 
flachen handeln. 

Enthalt ein Salz stark hemmende Ionen, z. B. die des Li, Cs oder Ba, so 
war eine Anpassung in gewissen Grenzen verhiltnismafig leicht mdglich, 
die auch iiber zahlreiche Passagen beibehalten wurde. In diesem Falle 
ist anzunehmen, daB resistente Zellen in den Ausgangsstémmen vor- 
handen sind, die die sonst fiir die Zelle abnormen quellenden und ent- 
quellenden Eigenschaften dieser Ionen noch bis zu einem gewissen Grade 
ertragen kénnen, ohne daf das Gleichgewicht der normalen Ionen- 
wirkungen verloren geht. Die unterschiedlich hemmende Wirkung von 
LiCl auf die verschiedenen Staimme zeigt jedoch, dai die Bakterien- 
stimme auf anomale Ionen nicht gleichmafig stark reagieren. 

In diesem Zusammenhang sei noch einmal auf die vielfach der Wachs- 
tumshemmung parallel verlaufende morphologische Verainderung der 
Zellen eingegangen. 
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Das Auftreten abnormer ZellgréBen in Bakterienkulturen unter dem EinfluB 
toxischer Substanzen kann man sich — wie es HINsHELWoop darstellte — durch 


den verschieden starken Einflu8 auf 2 Faktorengruppen erklaren, von denen die — 


eine die Vermehrung der Zellsubstanz (V) und die andere die Teilung der Zellen 
hervorruft (T). Beide Faktorengruppen werden durch hemmende Substanzen be- 


einfluBt, oft aber die eine von ihnen starker. Ist die Wirkung auf die Faktoren T — 


starker, so miissen gréBere Zellen auftreten. Jedoch muB nach HINSHELWOOD 
(S. 243) die Wirkung auf die Faktoren T wahrend des Wachstums der Kul- 
turen abnehmen, denn man kann oft einen plétzlichen Zerfall der groBen Zell- 
formen beobachten. Bei sehr hohen Konzentrationen ist allerdings die Wirkung auf 
die Faktoren T so stark, daB sie nicht tiberwunden werden kann. 

Diese Vorstellungen kénnen gestiitzt werden. Es ist anzunehmen, dab 
es sich bei dem plétzlichen Zerfall der Zellen bei zanehmendem Alter der 
Salzkulturen nicht um ein Nachlassen der Salzwirkung, sondern um den 
gleichen morphologischen Zyklus handelt, der schon in Normalkulturen 
vorkommt. Die Salze wirken nur iiberlagernd, indem sie die einzelnen 
Phasen verlaingern. 

Diese Anschauung wird durch die von Hrtnzet (1948) gemachte Beobachtung 
bestatigt, daB ein Salz bei B. prodigiosum nur dann die Ausbildung extremer Wuchs- 
formen bewirkte, wenn es in den ersten 8 Std einer wachsenden Normalkultur zu- 
gegeben wurde. Diese Zeit ist sicher auch bei B. prodigiosum die Phase der gréBten 
Zellform in Normalkulturen. Nur hier kann ein Salzzusatz eine gut erkennbare 
Vergr6éBerung der Zellen hervorrufen. Spitere Salzzusiitze zu Normalkulturen fallen 
in eine Zeit, in der kleinere Zellen ausgebildet werden, und infolgedessen kann 
der SalzeinfluB nur wenig in Erscheinung treten. 

So diirfen auch die Anpassungserscheinungen, d. h. die Erlangung der 
Fahigkeit, allmaihlich nach Passagenkulturen auf héheren Salzkonzen- 
trationen wieder normale Formen auszubilden, nicht mit dem plétzlichen 
Zerfall der groBen Formen in Salzkulturen in Verbindung gebracht wer- 
den, denn sonst miiBte schon nach der ersten Passage in einer Salzkultur 


eine vollkommene Anpassung erreicht werden, was jedoch nicht der Fall 
ist. 


Die unterschiedlichen ZellgréBen, die bei Salzen mit stark hemmenden 
Tonen auftraten, verstirken den Eindruck, daB einzelne resistente Zellen 
vorhanden sind. Die groBen Zellen diirften stirker beeinflu&t worden sein 
als die kleinen. Bei der Einwirkung von Ionen des Neon- und Argon- 
typus treten weitgehend gleiche ZellgréBen auf, was eine gleichmafige 
Beeinflussung aller Zellen vermuten liBt. 


Auch bei den morphologischen Untersuchungen zeigte sich, daB Salze, 
die sich aus Ionen des Neon- und Argontypus zusammensetzen, die ge- 
ringsten Zellveriinderungen hervorrufen. So kann zusammenfassend 
noch einmal gesagt werden, da die allgemeine Wachstumshemmung 
und die Stiirke der morphologischen Beeinflussung parallel verlaufen 


und daf die untersuchten Ionen nicht speziell auf die Gestalt der Zelle 
einwirken. 


— 
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Zusammenfassung. 
_ Mit einer Endpunktmethode wurden die Grenzkonzentratinen fest- 
gestellt, die fiir die untersuchten Stamme und die verschiedenen Ionen 
im allgemeinen die gleiche Toxizitiitsreihenfolge ergaben, mit Aus- 
nahme des in seiner Wirkung sehr unterschiedlichen Lithiums. Die 
Grenzkonzentrationen erwiesen sich als abhiingig von der Bebriitungs- 
zeit, insbesondere bei den extrem toxischen Salzen LiCl und CsCl. 


Die toxische Wirkung der Ionen aéuBert sich nach ihrer morpholo- 
gischen Wirkung einmal als Konzentrationseffekt, sodann als spezielle 
Tonenwirkung. Hinsichtlich der letztgenannten iiben Ionen des Neon- 
und Argontypus die geringste, die vom Helium- und Xenon-Typus die 
starkste Wirkung auf die Zelle aus. 


Die Ausbildung extremer Wuchsformen (Zellformen- und Zellver- 
bande) in Salzmedien wird durch die Form der normalen Zelle und die 
Lage der Teilungsebene bestimmt. Die Entwicklung von gréBeren zu 
kleineren Zellen in Normalkulturen wird in Salzmedien je nach Konzen- 
tration und spezieller Ionenwirkung verstirkt bzw. verlingert. Extrem 
hohe Konzentrationen verlangern die Entwicklung so stark, da sie 
praktisch in den Anfangsstadien stecken bleibt. 


An Salzkonzentrationen angepaBte Staimme wuchsen auf diesen 
schneller und besser und bildeten dort mehr oder weniger normale Zellen 
und Zellverbande aus. 


Bei den extrem toxischen Salzen LiCl, Cs,SO, und BaCl, ging die An- 
passung relativ schneller und besser vor sich als bei dem wenig toxischen 
NaCl, und die angepaBten Stiimme behielten auch die Anpassung nach 
langerer Kultur auf salzfreien Medien bei, wihrend die an NaCl ange- 
paBten Staémme sie bald wieder verloren. 


Mit Hilfe der Reduktion von Tetrazoliumchlorid konnte festgestellt 
werden, daB LiCl hauptsichlich auf die Anfangsphase des Wachstums 
einer Kultur (lag phase) wirkt, wahrend NaCl den gesamten Wachtums- 
verlauf behindert. 

Bei LiCl tritt jenseits eines ,,kritischen Konzentrationsbereiches” eine 
plétzliche Hemmung ein, wahrend bei NaCl eine allmahliche Wachs- 
tumshemmung mit zunehmender Konzentration erfolgt. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Versuchs- und Forschungsanstalt 
fiir Wein-, Obst- und Gartenbau, Geisenheim a. Rh.) 


Uber das Zusammenwirken von Hefen der Gattung 
Saccharomyces und der Untergattung Zygosaccharomyces 
bei der Vergirung von zuckerreichen Mosten. 


Von 
HEINRICH SCHULLE. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 30. August 1952.) 


Wie bekannt ist, beeintrachtigen héhere Zuckerkonzentrationen stark 
die Garkraft der Hefe. Bei der Herstellung von Beerenauslesen und Siib- 
weinen kommt dies in langwieriger und meist ungeniigender Vergarung 
und den damit verbundenen Nachteilen zum Ausdruck. Von girungs- 
physiologischer Seite hat man diesen Schwierigkeiten friihzeitig vor allem 
durch Zichtung und Anwendung von giarkraftigen Reinzuchthefen zu 
begegnen gesucht, mit denen aber die praktische Weinkellerwirtschaft 
nicht immer deutliche Vorteile hat erzielen k6nnen; insbesondere fiihrte 
die Anwendung der absoluten Reingirung nicht zu dem gewiinschten 
Erfolge. 

Ich habe daher den Versuch unternommen, die Girung zuckerreicher 
Traubensafte mit Hilfe von Hefegemischen zu fordern. Hierzu wurde 
ich durch die Untersuchungen von Komarowa (1937) angeregt, der bei 
Getreide- und Kartoffelmaischen mit Gemischen verschiedener Reinhefe- 
stimme der Gattungen Saccharomyces und Schizosaccharomyces wesent- 
lich hohere Spritausbeuten erreichen konnte als bei Anwendung dieser 
Hefen in absoluter Reingarung. 


I. Bisherige Erfahrungen iiber das Zusammenwirken von Hefen 
bei der Vergirung. 


Uber eine gegenscvitige Beeinflussung der verschiedenen Weinorganismen findet 
man verhaltnismaBig wenig Angaben. Die ersten Untersuchungen dieser Art fithrte 
Mirtier-Tuureau (1893, 1896) durch. Er ging von der Uberlegung aus, daB es bei 
dem in der Praxis iiblichen Reinhefegarverfahren vorteilhaft sein miisse, wenn die 
zugesetzte Reinzuchthefe an die in dem zu vergirenden Most schon vorhandenen 
SproBpilze, Bakterien, Schimmelpilze usw. angepaBt ware. Um zu einer sicheren 
Grundlage fiir die Anwendung der Reinzuchthefen zu gelangen, hielt er es daher 
fiir notwendig, die gegenseitigen Wirkungen dieser Kleinlebewesen methodisch zu 
verfolgen. Seine Garversuche zeigten, da die natiirlichen Eigenhefen des Saftes 
zu Beginn der Garung einen mehr oder weniger fordernden EinfluS auf die Gar- 
tatigkeit der Reinzuchthefe ausiiben kénnen, daB sich dieser spater aber wieder 
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ausgleicht und kaum zu einer Erhéhung des Endvergirungsgrades fiihrt. Im all- 
gemeinen wurde der Garverlauf durch die garkraftigste Hefe, meistens die zu- 
gesetzte Reinhefe, bestimmt, und die iibrigen schwacher garenden Hefen des Mostes 
schienen ohne wesentlichen Einflu8 auf den Garverlauf zu sein. Eine besondere 
Stellung nahmen, die zugespitzten oder Apiculatus-Hefen (Gattung Kléckeraspora 
Niehaus) ein. MitLeR-THureau (1895, 1897) fand namlich, daB das Garvermogen 
der echten Weinhefen durch gréBere Mengen zugespitzter Hefen im Anfang stark 
beeintrachtigt wird, und zwar um so mehr, je weniger garkraftig die echte Wein- 
hefe ist. 

Durch diese Versuchsergebnisse festigte sich die Ansicht, da von den ,,wilden 
Hefen“ der natiirlichen Mostflora keine giinstige Wirkung auf die Garleistung der 
echten Weinhefe ausgehe. Auf Grund der Beobachtungen an A piculatus-Hefen war 
man sogar geneigt, den ,,wilden Hefen‘ allgemein einen schadigenden EinfluB zu- 
zusprechen. Man bemiihte sich daher beim Reinhefegarverfahren die Entwicklung 
der echten Weinhefe zu fordern, alle iibrigen Weinorganismen aber nach Méglich- 
keit auszuschalten. 

Von verschiedenen Forschern (WORTMANN 1892, JacouEMIN 1894, DuBoURG 
1897) wurde weiter die Frage erértert, ob nicht an Stelle einer Heferasse die An- © 
wendung eines.Gemisches von mehreren in ihren Eigenschaften bekannten echten 
Weinhefen vorteilhaft sei. MiLLER-THuRGAU (1896, 8S. 76) wies jedoch nach, daB 
die Garleistung von mehreren zusammenwirkenden Hefen nicht tiber die der gar- — 
kraftigsten hinausgeht. Auch RosENSTIEHL (1900), der die Bukettbildung unter- 
suchte, fand keine Uberlegenheit der Mischungen verschiedener Weinheferassen. 
Man hat daher in der Folgezeit bei der Anwendung des Reinhefegiarverfahrens stets 
nur eine einzige Heferasse benutzt. Erst OstTERWALDER (1937) empfahl wieder 
Reinzuchthefegemische, und zwar regte er an, gleichzeitig zwei Reinhefen zu 
verwenden, die sich in ihrem physiologischen Verhalten weitgehend unterscheiden, 
z. B. eine Kaltgirhefe und eine Warmgirhefe. Je nach den auBeren Bedingungen 
sollte sich der eine oder der andere Reinhefestamm zum Vorteil des Weines ent- 
wickeln und auswirken. An eine gegenseitige Beeinflussung bzw. ein Zusammen- 
wirken mehrerer Hefen war also nicht gedacht. 


Allgemein wird mithin die Meinung vertreten, daB die Vergirung des 
Mostes durch die garkriaftigste und den Bedingungen des Girgutes am 
besten angepaBte Hefe bestimmt wird. Entsprechend halt man beim 
Reingirverfahren die Anwendung eines einzigen Hefestammes fiir voll- 
kommen ausreichend und ,,die Theorie, daB angeblich Gemische von 
verschiedenen Heferassen giinstiger wirken als eine einzige Rasse . . . bis 
heute nicht fiir bewiesen‘‘ (ScHMITTHENNER 1937, S. 95). 


II. Eigene Untersuchungen iiber die gegenseitige Beeinflussung 
verschiedener Hefen. 
1. Fragestellung. 


Vergleicht man die bisherigen Erfahrangen tiber die Wirkung von Hefegemischen 
bei der Weingirung mit dem in der Einleitung erwihnten Versuchsergebnis von 
KomarowaA (1937), so erhebt sich die Frage, weshalb bei erstgenannten nur eine — 
anfangliche Beschleunigung der Garung, doch keine Erhéhung des Endvergirungs- 
grades, bei letzteren aber eine wesentliche Steigerung der Alkoholausbeute statt- 
gefunden hat. Die unterschiedliche Wirkung kann entweder unmittelbar auf die 
dabei beteiligten Mikroorganismen oder — mit gréBerer Wahrscheinlichkeit — auf 
Besonderheiten des Girgutes zuriickgehen. Mir erscheint vor allem der Umstand 
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beachtenswert, da8 es sich bei den Versuchsmosten um Safte ganz normaler Zu- 
sammensetzung gehandelt hat, die offenbar leichter vergarbar gewesen sind als die 
Maischen Komarowas. Sie konnten von den echten Weinhefen allein ohne Schwie- 
rigkeiten vollstandig vergoren werden, so daB eine Leistungssteigerung durch ge- 
wisse Hefegemische gar nicht deutlich werden konnte. 


Bei Mosten mit hohem Zuckergehalt, deren Vergirung das Ziel meiner 
Versuche war, diirften demgegeniiber die Verhaltnisse grundsatzlich 
anders liegen. Die hohe Konzentration des Zuckers setzt hier die Lebens- 
tatigkeit der Hefe mehr oder weniger stark herab; eine garungsfordernde 
Wirkung diirfte daher auch deutlicher in Erscheinung treten kénnen. 
Die Priifung der Frage, ob mit Hilfe von Gemischen sich gegenseitig in 
ihrer Gartiatigkeit giinstig beeinflussender Hefearten ein héherer Ver- 
gadrungsgrad erreicht werden konne, erschien mir deshalb durchaus be- 
rechtigt. 

Als Hefegemische verwendete ich jeweils einen girkraftigen Reinzucht- 
stamm einer echten Weinhefe und einen geeigneten Gemischpartner. Bei 
der Auswahl dieses Partners entschied ich mich fir die Untergattung 

- Lygosaccharomyces!. Diese Hefe erschien mir fiir die Garversuche mit 
zuckerreichen Saften besonders geeignet, weil sie sich — wie wir nach 
den Untersuchungen von KroEMER und KrumBHorz (1931) wissen — 
als osmophile Hefe durch Widerstandsfahigkeit gegen hohe Zuckerkon- 
zentrationen auszeichnet. 


2. Versuchsverfahren. 


Folgende Hefestamme aus der Sammlung des Botanischen Instituts 
in Geisenheim wurden auf ihre Eignung zur Forderung der Vergarung 
zuckerreicher Moste gepriift: 


Echte Weinhefen (Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus). 


1. Rasse Geisenheim 1933, sehr girkraftige Hefe, die bis zu 18 Vol% Alkohol 
bilden kann; von H. SCHANDERL aus einem Rhabarberwein geziichtet. — 2. Rasse 
Rioja Tempranillo, sehr leistungsfihige Warmgarhefe. — 3. Rasse Cognac 1933, 
Weinhefe mittlerer Leistungsfahigkeit, von H. ScHanDERL aus Cognactrub ge- 
zuchtet. 

SproBpilze aus dem Verwandtschaftskreis von Zygosaccharomyces Prio- 
rianus Klocker. 

4, Zygosaccharomyces polymorphus Kr. et Kz., Rasse Ostrich 1920 A, verhaltnis- 
mabig girkraftig; weitere Eigenschaften siehe KrumBHOLZ 1931, reingeziichtet aus 
einer Trockenbeerenauslese von etwa 300° Ochsle. — 5. Zygosaccharomyces poly- 
morphus Kr. et Kz., Rasse Ostrich 1929, girschwach; weitere Kigenschaften siehe 
Kroumpuotz (1931), aus edelfaulen Rieslingbeeren geziichtet. — 6. Zygosaccharo- 
myces variabilis Kr.et Kz., Rasse Wirzburg 1929, garschwach; weitere Kigen- 
schaften vgl. KrumBHotz (1931), von edelfaulen Silvanerrosinen geziichtet. 


1 Obwohl diese Untergattung jetzt eingezogen und zu Saccharomyces gestellt ist 
(vgl. Lopprr u. Krucur-van Ris 1952), moge der Name Zygosaccharomyces hier 
sozusagen als ,,physiologischer Begriff“ fiir osmophile Hefen beibehalten bleiben. 
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Als Gargut dienten 1939er und 1940er Traubensafte mit 55 bzw. 80° Ochsle, 
die mit Rohrzucker auf 120—185° Ochsle aufgezuckert wurden. Die Versuchsmoste ~ 
wurden zu 250 cm, in einigen Versuchsreihen zu 300 em* in Rollflaschen mit 
500 cm® Fassungsvermogen abgefiillt und dann dreimal an aufeinanderfolgenden 
Tagen im Dampftopf sterilisiert. Wie Zuckerbestimmungen ergaben, wurde der 
Rohrzucker durch diese Behandlung weitgehend invertiert. 

Die obengenannten Hefestamme wurden zur Aussaat jeweils unter gleich- 
maBigen Bedingungen in Traubenmost herangezogen und dann in bestimmten, bei 
den einzelnen Versuchsreihen angegebenen Mengen mit Hilfe von sterilen Pipetten 
abgemessen. Meistens wurden die Hefezellen vorher in den Ansatzen ausgezahlt, 
so daB auch die zahlenmaBige Zusammensetzung der Hefegemische angegeben 
werden konnte. Die Ausbildung groBer Zellverbiande erschwerte bei einigen Zygosac- 
charomyces-Ansatzen die genaue Auszahlung und Ubertragung der Hefen. Dies muB 
bei den Versuchsergebnissen gegebenenfalls beriicksichtigt werden. 

Nach Zusatz der Hefen wurden die Versuchsflaschen mit Garaufsitzen ver- 
schlossen und darauf im Brutschrank bei 25° C der Garung iiberlassen. Der Gar-_ 
verlauf wurde durch Wagungen laufend iiberpriift. Die durch den Kohlensaure- 
verlust bedingten Gewichtsabnahmen ergaben dann ein genaues Bild der einzelnen 
Garleistungen. Nach etwa 7—8 wochiger Versuchsdauer, in welcher Zeit die Haupt- 
giirung in der Mehrzahl der Falle beendet war, wurde der Endvergarungsgrad durch 
chemische Analyse bestimmt. ; 


3. Ergebnisse der Versuche. 

a) Vorversuche. 

Um einen ersten Einblick in die gegenseitige Beeinflussung zu be-— 
kommen, site ich je eine der oben aufgezihlten Weinhefen mit einem 
der Zygosaccharomyces-Stimme zusammen oder diese allein in 250 em* 
aufgezuckerten Traubenmost von 188° Ochsle und 9,8 g/l Gesamtsaure. 
Eingesit wurden jeweils 4 cm* Ansatz der unter gleichen Bedingungen 
herangezogenen Hefen, bei den Gemischen mithin je 2 cm* von zwei 
verschiedenen Hefen. Es wurde also von verhaltnismaBig grofen, in 
ihrer Zellenanzahl aber nicht bestimmten Mengen ausgegangen. Der Ver-" 
such wurde nach 50 Tagen abgebrochen. Ein Vergleich der aus den tig-— 
lichen Gewichtsverlusten sich ergebenden Girkurven lieB folgendes er- 
kennen: 


Die drei Kulturhefen Geisenheim 1933, Cognac 1933 und Rioja Tempranillo unter- 
schieden sich in ihrer Widerstandskraft gegen die hohe Zuckerkonzentration und} 
in ihrem Girvermégen ebenso wie die drei Zygosaccharomyces-Stamme. Die Leistung 
der am kriftigsten girenden Hefe Geisenheim wurde durch die Zygosaccharomyces- 
Hefen herabgesetzt, am starksten durch Ostrich 1920 A, und zwar lag die Garkurve 
des Gemisches betrichtlich unter den Reingaérkurven der beiden Gemischpartner. 
Die Girleistung der ebenfalls recht leistungsfahigen Kulturhefe Rioja Tempranillo 
wurde durch Ostrich 1929 und Wiirzburg deutlich gefordert, durch Ostrich 1920 A 
dagegen etwas herabgesetzt. Bei der weniger leistungsfahigen Weinhefe Cognac 
wurde schlieBlich durch die Zygosaccharomyces-Zumischungen eine Verbesserung 
der Durchgarung gegeniiber den Vergleichsgirungen erreicht. 


Ohne auf weitere Einzelheiten dieses Vorversuches einzugehen, laBt 
sich zusammenfassend sagen, daB die Beeinflussung von echten Wein- 
hefen und Zygosaccharomyces-Hefen eine ganz verschiedene sein kann, 
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und zwar kann sowohl eine Férderung als auch eine Beeintrachti- 
gung der Garleistung eintreten. 


Diese Unterschiede im gegenseitigen Verhalten der Hefen kénnten 
darauf beruhen, dai die Gemischpartner zu ganz ungleichen Mengen in 
die einzelnen GirgefiiBe dieser Versuchsreihe eingesiit worden waren. 
Wenn die einzelnen Reinhefen auch unter gleichen auBeren Bedingungen 
herangezogen waren, so hatten sie sich — entsprechend ihren rassischen 
Eigenschaften — doch zweifellos in ganz verschiedener Anzahl vermehrt. 
Mit der gleichen Hefeansatzmenge waren daher in die einzelnen Gar- 
gefaBe jeweils nicht die gleiche Anzahl von Hefezellen zugesetzt worden. 
Bei einer neuen Versuchsreihe wurden die unter gleichen Bedingungen 
herangezogenen Hefestiimme deshalb zunichst ausgezahlt. 

103 Millionen Zellen der Kulturhefen und dazu 102 Millionen bzw. 26 Millionen 
Zygosaccharomyces-Zellen wurden darauf in 250 cm? Traubenmost von 122° Ochsle 
‘und 10,8 g/l Saéure ausgesit. Diese Hefegaben waren in Ansatzmengen enthalten, 
die etwa den von Mititer-Tourcav, WorTMANN u.a. fiir die Anwendung von 


Reinhefen zur Vergérung von zuckerreichen Mosten empfohlenen Hefeansatz- 
, mengen von 1—2% entsprechen, kénnen daher als ausreichend bezeichnet werden. 


Bei den Reingaérungen wurden in dieser Versuchsreihe von Cognac 1933 
6,5, von Geisenheim 1933 12,0, von Rioja Tempranillo 10,6, von Ostrich 
1920 A 13,0, von Ostrich 1929 4,3 und von Wiirzburg 5,5 Vol% Alkohol 
gebildet. Bemerkenswert ist die Leistung von Ostrich 1920 A bei dieser 
Zuckerkonzentration. In Gemischen dieses Zygosaccharomyces mit Kul- 
turhefen wurde dieser hohe Endvergiarungsgrad nicht erreicht. Eine 
andere Wirkung zeigte sich bei den tibrigen Gemischen: Hier wurde die 
Giarleistung der Kulturhefen von den Zygosaccharomyces-Staimmen deut- 
lich angeregt, und es konnten Mehrgewinne von 0,5—1 Vol% Alkohol 
erzielt werden. Lediglich Ostrich 1929 wirkte, wenn er in der gleichen 
Menge wie die Kulturhefe vorhanden war, etwas hemmend. Bei Abbruch 

des Versuches war die Garung noch nicht ganz beendet. 

Gleichzeitig mit dieser zweiten Versuchsreihe wurde eine dritte durch- 
gefiihrt. 


Es wurde ein auf 188° Ochsle aufgezuckerter Traubenmost mit 10,2 g/l Gesamt- 
siiure vergoren. Da sich die héhere Zuckerkonzentration méglicherweise noch un- 
giinstiger auf Vermehrung und Garvermégen der Hefen auswirken konnte, wurde 
hier von einer gréBeren Hefeeinsaat ausgegangen. Zu je 250 cm* Most wurden 
im einzelnen zugegeben: Cognac 182,4, Rioja Tempranillo 233,2, oder Geisenheim 
148,7 Millionen Zellen. Als Gemischpartner kamen zu Cognac und Rioja Tempra- 
nillo: 158,4 bzw. 39,6 Millionen Zellen von Ostrich 1920 A, 153,6 bzw. 38,4 Millionen 
Zellen von Ostrich 1929 oder 121,6 bzw. 30,4 Millionen Zellen von Wiirzburg. Da 
Geisenheim im ersten Vorversuch durch Zugabe gréBerer Zygosaccharomyces-Anteile 
in ihrer Garleistung gehemmt worden war, wurden ihr diesmal nur die halben 
Mengen der Gemischpartner zugesetzt, und zwar im einzelnen 79,2 Millionen Ost- 
rich 1920 A, 76,8 baw. 19,2 Millionen Ostrich 1929 oder 60,8 bzw. 15,2 Millionen 
Zellen von Wiirzburg. Nach 50 Tagen wurden die Versuche abgebrochen. Die 
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Garung war zu dieser Zeit — nach dem Garkurvenverlauf beurteilt — noch nicht 
zum Stillstand gekommen. 

Beim Vergleich der einzelnen Garkurven fielen jedoch groBe Unter- 
schiede auf, die fir die Beurteilung des gegenseitigen Verhaltens der 
Hefen im Gemisch und fiir die weiteren Versuche aufschluBreich waren: 
Die Weinhefe Cognac wurde durch die hohe Zuckerkonzentration in 
ihrem an sich schon geringen Garvermégen deutlich behindert. Ihre Gar- 
kurve blieb von Anfang an verhaltnismaBig flach, und es wurden in 


Abb. 1. Vergleich einer Reingiirung der Kulturhefe Geisenheim 1933 mit Mischgiirungen dieser 

Hefe und verschiedener Zygosaccharomyces-Stimme in Traubenmost von 188° Ochsle. — Hefe- 

einsaat bei Nr. 1: Geisenheim (148,8 Mill. Zellen), Nr. 2: Geisenheim (dgl.) + Ostrich 1920 A (79,2 Mill. 

Zellen), Nr. 3: Geisenheim (dgl.) + Ostrich 1929 (76,8 Mill. Zellen), Nr. 4: Geisenheim (dgl.) + Ostrich 

1929 (19,2 Mill. Zellen), Nr. 5: Geisenheim (dgl.) + Wiirzburg (60,8 Mill. Zellen), Nr. 6: Geisenheim 
(dgl.) + Wiirzburg (15,2 Mill. Zellen). 


50 Tagen nur knapp 3 Vol% Alkohol gebildet. Durch die Zygosac- 
charomyces-Beimischungen wurde der Girverlauf jedoch auf- 
fallend gesteigert. War die Férderung durch Wiirzburg noch verhilt-— 
nismifig gering, so konnte durch die kleinere Menge von Ostrich 1920 A 
schon eine stiirkere Alkoholbildung erzielt werden, und durch die schwia- 
chere Zugabe von Ostrich 1929 wurde sogar eine Steigerung der Gir- 
leistung um tiber 100% gegeniiber der Reingirung von Cognac erreicht. 

Die girkraftigere Kulturhefe Rioja T'empranillo bildete in 50 Tagen 
5 Vol% Alkohol. Durch Wiirzburg und am stiarksten durch Ostrich 1929 
erfuhr sie, besonders zu Beginn der Girung, eine lebhafte Forderung, 
durch die die Leistung um 40—43% gehoben wurde. Auch hier 
wirkten sich Zumischungen von kleineren Zygosaccharomyces-Anteilen 
am giinstigsten aus, 

Am auffalligsten war die Steigerung der Gartiatigkeit in den Versuchen 
mit der Hefe Geisenheim, die allein wihrend 50 Tagen in diesem 
hochkonzentrierten Safte nur 3,6 Vol% Alkohol bilden konnte. Wie 


J 


4 
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Abb. 1 zeigt, verbesserte Ostrich 1920 A die Alkoholbildung wenig, Ost- 
rich 1929 und Wiirzburg dagegen auffallend, und zwar schon vom Gii- 
rungsbeginn an. Die stirkste Leistungszunahme war bei dem Hefe- 
gemisch mit der kleineren Einsaatmenge Wiirzburg zu beobachten, nim- 
lich 113% gegeniiber Geisenheim in Reingirung. Wenn auch in diesem 
Versuche in 50 Tagen noch keine vollstandige bzw. befriedigende Ver- 
garung erreicht werden konnte, so wurde die Gartatigkeit durch Zu- 
mischung einer zweiten Hefe doch so belebt, daB der weitere Ausbau zu 
einem fehlerfreien Getriink schon jetzt als gesichert angesehen werden 
konnte. Nach 34 Wochen bestiitigte dies eine Alkoholbestimmung: Durch 
die Hefegemische waren schlieBlich 10—12 Vol% Alkohol gebildet 
worden. 

Das wesentliche Ergebnis der Vorversuche ist, daB die Garleistung 
der echten Weinhefe in zuckerreichen Mosten durch Beimischung von 
Zygosaccharomyces sowohl beeintrachtigt als auch gefordert werden 
kann. Die jeweilige Leistung wird offensichtlich durch das Mengenver- 
haltnis der Partner des Hefegemisches bestimmt. Zur Erzielung 
' einer hohen Alkoholausbeute erscheint es am giinstigsten, wenn einer 
gairkraftigen Reinhefe eine geringe Menge Zygosaccharomyces-Zellen zu- 
gemischt wird. 


b) Feststellung der leistungsfihigsten Hefemischung. 


In weiteren Versuchen sollte geprift werden, bei welchem Zahlenver- 
haltnis die Hefezellen der beiden Gemischpartner die hochste Vergirung 
eines zuckerreichen Mostes erméglichen. Um hierbei zu vergleichbaren 
Ergebnissen zu kommen, war es notwendig, die Gesamtzahl der Hefen 
innerhalb jeder Versuchsreihe konstant zu halten. Dies geschah in folgen- 
der Weise: 


2 Flaschen wurden jeweils als Reinkulturen der beiden zu priifenden Hefen be- 
impft, die tibrigen 5 Flaschen mit einem Gemisch derselben in wechselndem Ver- 
haltnis. Im einzelnen wurden folgende Anteile der konstanten Einsaatmenge ein- 
gesit: Nr.1:5/; Kulturhefe (KH); Nr.2:4/; KH + 1/; Zygosaccharomyces (Z); Nr.3: 
8). KH + 2), Z; Nr. 4: 1/, KH +1/.Z; Nr. 5: #/; KH +3/,Z; Nr. 6: 1/;KH + 4/52; 
ENT? so) Lie 

Die zur Einsaat verwendeten Hefen wurden unter gleichen Bedingungen heran- 
geziichteten Hefeansatzen entnommen. Diese unterschieden sich naturgemaB in der 
Zabl der im gleichen Raume enthaltenen Hefezellen. Daher wurden den einzelnen 
Versuchsflaschen zwar verschiedene Mengen Most zugegeben, die hierdurch inner- 
halb der Versuchsreihe entstandenen Unterschiede konnten jedoch als belanglos 
angesehen werden; denn sie schwankten zwischen 0 und 1,6% der Gesamtmenge 
des Garguts. 

Bei der ersten Versuchsreihe waren jedesmal 144 Millionen Hefe- 
zellen in 250 cm? aufgezuckerten Most mit 185° Ochsle und 8,3 g/l Ge- 
samtsiure eingesiit worden. In ihm konnte sich die Kulturhefe Cognac 


(ebenso wie bei den ersten Versuchen) nur schwer durchsetzen. Erst am 
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5. Tage begann die stiirmische Giarung, verlangsamte sich jedoch nach 


ee 


14 Tagen schon wieder, so daf nach 52 Tagen nur 4,3 Vol% Alkohol — 


gebildet worden waren. Demgegeniiber hatten die Zygosaccharomyces- 
Stimme bei zeitigem Garungsbeginn in der gleichen Zeit groiere Mengen 


Alkohol gebildet: Ostrich 1929 6,8 Vol%, Ostrich 1920 A 7,4 Vol% und — 


Wiirzburg 5,6 Vol%. Im Gemisch mit der Kulturhefe zeigten sie unter- 
schiedliches Verhalten. Wahrend die Girkurven von Cognac/Ostrich 1929 


-—— 
-- 
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Abb. 2. Vergleichsversuch mit Hefegemischen aus der giirschwachen Kulturhefe Cognac 1933 und 
dem verhiltnismibig girkriftigen Zygosaccharomyces-Stamm Ostrich 1920 A in Traubenmost von 
185° Ochsle. Einzelheiten im Text. 

Die Zahlen beziehen sich auf das S. 189 angegebene Mischungsverhiltnis. 


ziemlich eng gebiindelt teils tiber (Nr. 2 und 3), teils unter (Nr. 4, 5 und 6) 
der Zygosaccharomyces-Reingiirkurve (Nr. 7) lagen, zeigten die Kurven 
der Gemische Cognac/Ostrich 1920 A (Abb. 2) gréRere Streuwung. Nach 
anfanglich lebhafterer Girtitigkeit wurden die Gemische Nr. 2, 3 und 4 
von der Zygosaccharomyces-Reingirkurve Nr. 7 iiberfliigelt, die Gemische 
Nr. 5 und — mehr noch — Nr. 6 behaupteten jedoch ihren Vorsprung 
mit 8 und 8,4 Vol%. 

Die Gemische Cognac/Wiirzburg (Abb. 3) lieBen die Reingirkurven 
simtlich frither oder spiter hinter sich. Dabei war wie beim vorigen Ver- 
such bemerkenswert, dai die Gemische mit den geringeren Anteilen 
Kulturhefe die héchsten Alkoholgewinne erzielten (Nr. 6: 6,3 Vol%). 
Stets wurde der Giirverlauf durch die giirkriftigere Hefe, hier Zygosac- 
charomyces, bestimmt und von der schwachgirenden Hefe, hier die 
Kulturhefe Cognac, entsprechend ihrem zahlenmafigen Anteil in der 
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Weise beeinfluBt, daB mit einem kleineren Anteil Kulturhefe die stirkste 
Forderung, mit einem gréBeren Anteile eine geringere Forderung bzw. 
sogar eine hemmende Wirkung erfolgte. 

Hine zweite Versuchsreihe wurde mit einem Most von 176° Ochsle 
und 8,5 g/l Gesamtsiure angesetzt. In je 250 cm? wurden 142 Millionen 
Zellen der garkraftigen Reinzuchthefe Geisenheim 1933, der Zygosaccha- 
romyces-Staémme bzw. von Gemischen eingesit. Die Reingiirungen er- 
gaben in 56 Tagen folgende Alkohol-Ausbeuten: Geisenheim 9,5, Ostrich 
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Abb. 3. Vergleichsversuch mit Hefegemischen aus der garschwachen Kulturhefe Cognac 1933 und 
dem Zygosaccharomyces-Stamm Wiirzburg in Traubenmost von 185° Ochsle. Hinzelheiten im Text. 
Zahlen wie bei Abb. 2. 


1920 A 10,4, Ostrich 1929 6,1 und Wiirzburg 4,1 Vol%. Die Gemische 
Geisenheim|Ostrich 1920 A lagen in ihren Leistungen fast samtlich zwi- 
schen denen der Reinkulturen; nur das Gemisch Nr. 3 stieg mit 11,3 Vol% 
iiber sie hinaus. Eine stirkere Forderung erfuhr Geisenheim durch Ost- 
rich 1929. Wie in Abb. 4 dargestellt, ergab hier die geringste Beimischung 
Nr. 2 mit 10,3 Vol% Alkohol den héchsten Vergirungsgrad. Mit An- 
wachsen der Zygosaccharomyces-Anteile der Gemische ging die Alkohol- 
bildung allmablich zuriick. 

Ganz ahbnlich war das Bild bei dem Gemisch Geisenheim/Wiirzburg. 
War die Reihenfolge der Versuchsnummern hier auch nicht so gleich- 
maBig, immer wurde eine Férderung der Kulturhefeleistung erzielt. Die 
gréBte Alkoholbildung erbrachte wieder eine kleine Beimischung von 
Zygosacchaomyces (Nr. 3), naimlich 11,1 Vol%. Nr. 2 mit der geringsten 
Zumischung blieb demgegeniiber etwas zuriick. 

Als Gargut fiir eine dritte Versuchsreihe diente ein auf 172° Ochsle 
gezuckerter Traubensaft mit 9 g/l Gesamtsiure. In je 300 cm® dieses 
Mostes wurden 145 Millionen Hefezellen eingesit, und zwar die gar- 
kraftige Rioja Tempranillo, die Zygosaccharomyces-Stamme ( Ostrich 
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1920 A und Ostrich 1929) und die Gemische derselben. Der Versuch wurde | 
nach 56 Tagen abgebrochen. In Reingiarung bildete Rioja Tempranillo 
7,3, Ostrich 1920 A 5,8 und Ostrich 1929 5,2 Vol%, Alkohol. Die Ge- 
mische mit Ostrich 1920 A erbrachten wiederum eine deutliche Férderung 
der Gartiitigkeit, doch verliefen die Garkurven nicht in der regelmaBigen— 
Anordnung, wie wir sie sonst haufig beobachteten. Die héchste Alkohol- 
ausbeute wurde mit 10,2 Vol% wieder durch das die geringste Zygosac- 
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Abb. 4. Vergleichsversuch mit Hefegemischen aus der girkriftigen Kulturhefe Geisenheim 1933 
und dem Zygosaccharomyces-Stamm Ostrich 1929 in Traubenmost von 176° Ochsle, Hinzelheiten 
im Text. Zahlen wie in Abb. 2. 


charomyces-Menge enthaltende Gemisch Nr. 2 erzielt. — Bei den Ge- 
mischen Rioja Tempranillo/Ostrich 1929 lieB sich wieder eine auffallende - 
RegelmiBigkeit erkennen. Wie uns Abb. 5 zeigt, wurde der Giarverlauf 
durch die stiirkste Zygosaccharomyces-Beimischung, Nr. 6, deutlich ge- 
hemmt. Obgleich wihrend der 56tigigen Dauer des Versuchs noch eine 
gleichmaBige Alkoholbildung erfolgte, blieb dieses Gemisch mit 7,0 Vol % 
zunaichst noch unter der Leistung der Kulturhefe; bei langerer Versuchs- 
dauer wiire diese allerdings bald iiberholt worden. Das weniger Zygosac- 
charomyces-Zellen enthaltende Gemisch Nr. 5 wies aber schon eine Er- 
héhung der Leistung gegeniiber derjenigen von Rioja Tempranillo auf. 
Bei Nr. 4 steigerte sich die Gartitigkeit weiter und erreichte bei Nr. 3 
den Héchstwert von 10 Vol%. Das Gemisch mit dem geringsten 
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Zygosaccharomyces-Anteil, Nr. 2, ging in der Alkoholerzeugung wieder 
zuriick, zeigte aber ebenfalls noch eine deutliche Garungsforderung. 
Aus diesen acht Versuchen ergibt sich also: Bei allen Versuchsreihen 
hat sich das Ziel einer Férderung der Alkoholbildung in zuckerreichen 
Mosten durch Hefegemische erreichen lassen. Dabei bestiitigte sich der 
Befund der Vorversuche, da8 die Garleistung von der Zusammensetzung 
der Gemische abhangig ist. Der Garertrag eines Gemisches wird im 
wesentlichen von dem leistungsfihigeren Gemischpartner bestimmt und 
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Abb. 5. Vergleichsversuch mit Hefegemischen aus der garkraftigen Kulturhefe Rioja Tempranillo 
und dem Zygosaccharomyces-Stamm Ostrich 1929 in Traubenmost von 172° Ochsle. Einzelheiten 
im Text. Zahlen wie in Abb. 2. 


von dem schwiacheren Partner entsprechend dessen Menge beeinfluBt. 
Dabei ist es an sich gleichgiiltig, ob die stérkere bzw. schwachere Hefe 
ein Vertreter der Gattung Saccharomyces oder der Untergattung Zygosac- 
charomyces ist. Die héchste Alkoholausbeute wird von einem Gemisch 
erreicht, das eine geringe Menge der weniger kraftigen Hefe enthalt. Sie 
verringert sich in dem MaBe, als diese Hefe an Zahl zunimmt, und kann 
mitunter sogar unter die Leistung des staérkeren Gemischpartners ab- 
sinken. Die giinstigsten Ergebnisse lieBen sich durch Gemische erzielen, 
die neben einer garkraftigen echten Weinhefe kleine Mengen eines Zygo- 
saccharomyces-Stammes enthielten. Dabei betrug das Mengenverhiltnis 
der beiden Hefen in vier Fallen 4:1, in zwei Fallen 3:2. 


c) Versuche mit Hefeansatzfiltraten. 


Ich war bei meinen Untersuchungen von der Vermutung ausgegangen, 
da® méglicherweise eine Férderung der Garleistung durch irgendwelche 
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Stoffwechselerzeugnisse des Hefegemischpartners bewirkt werden kénne. — 


Diese Annahme hat sich bei den bisherigen Versuchen zu einem gewissen — 


Grade bestitigt. Um den Einflu8 solcher Stoffwechselprodukte noch 
deutlicher zu machen, wurden folgende Versuche angestellt. 


Als Girgut diente ein aufgezuckerter Traubensaft mit 175° Ochsle und 9,2 g/l — 


jesamtsiure. In ihn wurden einmal die Hefen Geisenheim und Ostrich 1929 sowie 
Gemische beider in der bei den vorigen Versuchen gewahlten Anordnung eingesat. 
Dabei wurden jedesmal ins- 
gesamt 189,6 Millionen Hefe- 
zellen in 300 cm® eingebracht. 


9/250 Es 7 AuBerdem wurde mit dem 


Gewichisverlust 


gleichen Most eine Versuchs- 


Kulturhefe Geisenheim wech- 
selnde Mengen eines Filtrats des 


saccharomyces-Stammes Ostrich 
1929 erhielt. Dieses Hefefil- 
trat war mit Hilfe eines,, Jenaer 
Ganzglasbakterienfilters G5 auf 


beiten erforderlichen Sorgfalt 
hergestellt worden. Der Gar- 
verlauf der beiden Versuchs- 
reihen wurde 48 Tage lang 
durch Feststellung der Ge- 
wichtsabnahmen gepriift. 


In der ersten, die Ein- 
saaten der beiden Hefen 
enthaltenden Reihe ergab 
sich in ahnlicher Weise wie 
bei den fritheren Versuchen 
0 i ) 7: Eh ea fiir die Hefe Geisenherm 

(Nr. 1) bei normalem Gir- 
deviate roast capeiang den ulumiete verlauf eine Ausbeute von 
Ostrich 1929. Vergleichsversuch zu dem in Abb. 7 darge- 11,6 Vol Alkohol,wahrend 
stellten Versuch. Most mit 175° Ochsle. Zahlen wie in Abb. 2. die Hefe(istrich 1929 (Nr. 7) 

bei flacherer, aber stetig 
steigender Girkurve 10,4 Vol% Alkohol bildete. Die gréBeren Bei- 
mischungen von Ostrich 1929 (Nr. 4—6) steigerten die Alkoholbildung 
auf 13—13,3 Vol%,. Noch stiirker war die Forderung der Girtiitigkeit 
bei dem Gemisch Nr. 3 mit 14,2 Vol% als héchstem Wert. Durch die ge- 
ringste Zumischung (Nr. 2) wurde die Leistung der Kulturhefe dagegen 
nicht wesentlich gesteigert. Abb. 6 gibt uns ein anschauliches Bild der 
durch die Gemische bewirkten Giirungsforderung. Sie mége zum Ver- 


gleich mit den Ergebnissen der zweiten Versuchsreihe dienen, welche in 
Abb. 7 dargestellt sind. 


reihe angesetzt, die neben der — 


Hefeansatzes des gleichen Zygo- — 


3° mit der bei keimfreiem Ar- — 
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Nr. I dieser Versuchsfolge blieb als Vergleichsversuch ohne Filtratzu- 
satz. Der Nr. 2 waren neben 189,6 Millionen Zellen von Geisenheim 1 em3, 
der Nr. 3 2cm® usf. an Hefefiltrat zugegeben. Nach 48 Tagen war bei 
Nr. 2 mit 13,6 Vol% die stiirkste Garsteigerung erreicht. Aber auch bei 
den groBeren Filtratgaben war gegeniiber Nr. 1, wo 11,6 Vol% gebildet 
wurden, mit 12,2—12,6 Vol% noch eine deutliche Belebung der Gar- 
tatigkeit zu bemerken. Die der Nr. 2 zugesetzte Filtratmenge von 1 em? ent- 
spricht mengenmaBig der 
Hefeansatzzugabe von Nr.3 ale 
des Vergleichsversuches. In wae ne 
beiden Versuchen wurde ar wdeor eset nee 
eurch diese. Nummern die fo. | eg etn 
héchste Alkoholausbeute 45 
erzielt, wenn auch die er- 
reichten Mengen, 13,6 bzw. 
14,2 Vol%, etwas von- 


20 
_ einanderabweichen. Inahn- & 
licher Weise entsprechen 8 
sich Nr. 2 der ersten Reihe ‘8 4 
und Nr. 6 des Vergleichs- & 
versuchs. Auch hier wurde 


mut 12,2-bzw2 13,1) Vol%.) 9 
eine deutliche Forderung 

der Garung bewirkt. Da in 

dererstenVersuchsreihedie , 
Bildung der Stoffwechsel- 
produkte nach der Ein- 
saat von Zygosaccharom yces 
noch anhalten diirfte, kann 


man die genannten Ver-  Abb.7. Beeinflussung der Girleistung der Kulturhefe 
h tirlich Geisenheim 1933 durch Zusitze eines keimfreien Hefe- 
PCH 2 DTA erT ee ane ansatzfiltrats des Zygosaccharomyces-Stammes Ostrich 


nicht vollstandig ymitein- 192¥in Traubenmost von 175° Ochsle. Hinzelheitenim Text. 
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ander gleichsetzen. Trotz- 

dem zeigt sich beim Vergleich der beiden Kurvenbilder eine so auffallende 
Ahnlichkeit, da® man die in beiden Versuchsgruppen zu beobachtenden 
Veranderungen der Garleistung wohl mit Recht auf die gleiche 
Ursache, nimlich auf die Stoffwechselprodukte des Gemisch- 
partners, zurickfihren kann. 


III. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Meine Untersuchungen sollten in erster Linie den Schwierigkeiten bei 
der Vergirung zuckerreicher Moste begegnen. Dies suchte ich durch An- 
wendung geeigneter Hefegemische zu erreichen. 
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Um nun die in dieser Richtung erzielten Versuchsergebnisse richtig bewerten zu 
kénnen, sei zunachst festgestellt, welche Vergarungsgrade in Mosten mit 
héherem Zuckergehalt als erreichbar anzusehen sind. Die als Héchstwerte fiir ~ 
das Garvermégen der Hefen bekannten Alkoholgehalte von 17—18 Vol% werden 
nur unter bestimmten Bedingungen von einzelnen leistungsfahigen Heferassen er- 
reicht. Schon bei Mosten mit mehr als 25 Gewichtsprozent Zucker, also bei solchen 
mit tiber 108° Ochsle, wird die Durchgiérung schwierig (C. voN DER HEIDE u. 
K. Krormer 1930, 8. 107). Mit steigendem Zuckergehalt wird die Widerstands- 
kraft der Hefe gegen Alkohol immer geringer, so da8 nach Erreichung eines Héchst- 
wertes immer weniger und schlieBlich iiberhaupt kein Alkohol mehr gebildet wird, 
wie Versuchen von C. von DER HerpzE (1911) zu entnehmen ist. Sie zeigen, da 
man bei Mosten mit 175 und 185° Ochsle, wie sie in den Hauptversuchen vergoren 
wurden, bestenfalls nur mit etwa 11 bzw. 9,1 Vol% Alkohol rechnen kann. Unter 
den unsicheren Bedingungen der natiirlichen Vergirung werden diese Werte aber 
meistens erst nach langem und unregelmaBigem Garverlauf und oft tiberhaupt 
nicht erreicht. 

Bei den 8. 139ff. beschriebenen Hauptversuchen wurden dagegen viel- 
fach Alkoholgewinne erzielt, die den genannten Werten gleichkamen, sie 
mitunter sogar nicht unwesentlich tibertrafen. Bei dem Most mit 172° 
Ochsle wurden in 50 Tagen im giinstigsten Falle 10,2, bei dem 176 gradi- 
gen sogar 11,3 Vol% Alkohol gebildet, wihrend die Kulturhefe Geisen- 
heim 1933 unter gleichen Bedingungen nur 9,5 und Rioja Tempranillo 
7,3 Vol% Alkohol bildete (vgl. 8. 141f.). In der Versuchsreihe, bei der ein 
Most von 185° Ochsle vergoren wurde, wurden zwar nur 8,35 Vol% Alko- 
hol erreicht, aus dem Verlauf der Girkurve konnte aber gefolgert werden, 
da der bei diesem Most als erreichbar anzusehende Alkoholgehalt von 
9,1 Vol% in absehbarer Zeit noch gebildet worden wire. Die héheren 
Leistungen der Hefegemische werden durch die Tatsache besonders ein- 
drucksvoll, daB sie schon nach 7—8 Wochen erreicht wurden. Dies 
ist insofern auch von praktischer Bedeutung, als sich der héhere Alkohol- 
gehalt fiir die Gesunderhaltung des Weines vorteilhaft auswirken kann. 

Es lieB sich also feststellen, daB durch die Verwendung von Hefe- 
gemischen tatsichlich eine Beschleunigung und Kraftigung der 
Girtitigkeit erméglicht wird. Dagegen lieBen sich die zuckerreichen 
Moste unter alleiniger Anwendung von Reinzuchthefen nur schleppend | 
und unvollstandig vergiren. Dies bestitigt den auch bei GroBversuchen 
wiederholt festgestellten Befund, dai eine absolute Reingérung gegen- 
tiber der Spontangiirung mit natiirlichem Hefegemisch nur eine unbe- 
friedigende Vergirung ergibt (FIscHLER 1930). 

Ks kann darauf hingewiesen werden, daB die girungsférdernde Wirkung der 
Hefegemische auch bei anderen hemmenden Einfliissen deutlich wird. So beobach- 
tete SCHMITTHENNER (1949, S. 179), da ein aus einem spontan vergorenen Wein 
stammendes Hefegemisch einen mit 1,5 Gewichtsprozent gesittigten Traubensaft 
lebhafter vergor, als selbst hochgirige Reinzuchthefen. Er vermutete, da8 die 
»relativ starke Alkoholbildung des natiirlichen Hefegemisches ... auf den Wett- 


bewerb der verschiedenen in ihm enthaltenen Organismen zuriickgefiihrt werden‘ 
k6nne. 
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Es ist also nicht allgemein so, wie man friiher annahm, daf ,,wilde 
Hefen™ die Garleistung der echten Weinhefen beeintrichtigen. Bei unse- 
ren Versuchen ergab sich vielmehr eindeutig — zunichst fiir Zygosac- 
charomyces —, daB eine ,,wilde Hefe“ unter bestimmten Bedingungen 
auch einen fordernden Einflu8 ausiiben kann. 

Immer wieder ist in unseren Versuchen deutlich geworden, daB die 
Garleistung eines Hefegemisches von dem Zahlenverhaltnis der Ge- 
mischpartner abhangt. Durch eine groBe Uberzahl schwachgiiriger 
Hefen kann — bei Zygosaccharomyces ist dies nicht die Regel — eine 
garkraftige Hefe unterdriickt werden. In dem Mage, als erstere zuriick- 
gehen, steigt die Gartatigkeit des Hefegemisches mit groBer RegelmaBig- 
keit an und erzeugt bald eine gréBere Alkoholmenge, als die stiirkere 
Hefe des Gemisches unter gleichen Bedingungen in Reingirung bildet. 
Nach Erreichung einer Héchstleistung geht die Alkoholerzeugung bei 
noch geringeren Anteilen des Gemischpartners schlieBlich auf diejenige 
der stairkeren Hefe zuriick. Bemerkenswert ist, daB diese Beziehungen 
nicht nur beim Zusammentreffen einer leistungsfihigen Kulturhefe und 
‘eines girschwachen Zygosaccharomyces verfolgt werden kénnen, son- 
dern umgekehrt auch dann, wenn die Kulturhefe eine geringere Garkraft 
als der Zygosaccharomyces besitzt (vgl. S. 140). Es besteht also zwischen 
beiden Hefen eine wechselseitige Beeinflussung. Die Ursache dieser Wir- 
kungen konnte durch die Versuche mit sterilen Hefefiltraten einwand- 
frei auf spezifische Stoffwechselprodukte der Hefegemischpartner 
zurickgefiihrt werden. 

Wenn die sich aus unseren Versuchen ergebenden Erkenntnisse —- wie wieder- 
holt gezeigt werden konnte — auch in verschiedener Hinsicht zur Bereicherung 
unserer praktischen Erfahrungen beitragen diirften, so lassen sich andererseits 
GroBgarversuche mit der von uns gebrauchten Anordnung nicht ohne weiteres in 
der Kellerwirtschaft durchfiihren. Bei einer Entkeimung des Mostes werden ja 
auch die fiir den Ausbau des Weines unentbehrlichen séiureabbauenden Bakterien 
entfernt, und diese lassen sich bis heute nur sehr schwierig — etwa als Reinkultur — 


einfiihren. Immerhin diirften die neuen Erfahrungen in gewissem Grade auch bei 
dem in der Praxis iiblichen Reinhefegarverfahren anzuwenden sein. 


Zusammenfassung. 


Mit dem Ziele, die Vergiirung zuckerreicher Safte zu fordern, wurden 
Hefegemische aus je einer Reinzuchtweinhefe der Gattung Saczch.aromy- 
ces und einem Stamm der wegen ihrer Widerstandsfihigkeit gegen hohe 
Zuckerkonzentrationen bekannten Untergattung Zygosaccharomyces' auf 
ihre Leistungsfihigkeit gepriift. Es zeigte sich, dai die Garleistung je 
nach der Zusammensetzung der Gemische im Vergleich mit derjenigen 
der Kulturhefe in Reingiirung entweder geférdert oder beeintrichtigt 


1 Vel. Anm. 1 auf S. 135. 
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werden kann. Fiir die Alkoholausbeute ist neben der spezifischen Lei- 
stungsfahigkeit das Mengenverhiltnis der beiden Gemischpartner ent- 
scheidend. Sie wird durch die Garleistung des girkraftigeren Partners be- 
stimmt, gleichgiiltig, ob dies die Reinzuchtweinhefe oder der Zygosaccha- 
romyces-Stamm ist. 

Durch einen sehr groBen Anteil der schwicher girenden Hefe wird die 
Alkoholausbeute mehr oder weniger herabgesetzt oder wenig gefordert. 
Durch Verringerung dieses Anteils wird sie weiter bis zur Erreichung 
eines Héchstwertes vergréBert. Die héchsten Girertrage werden erzielt, 
wenn zu einer leistungsfihigen Weinhefe Zygosaccharomyces-Zellen im 
Verhaltnis 4:1 oder 3:2 zugegeben werden. Es ist bemerkenswert, daB 
die Leistungen der Mischgirungen die Ertrage der Reingarung wesent- 
lich, und zwar um 40—100, iibertreffen kénnen. Die Beeinflussung der 
Garleistung geht auf gewisse Erzeugnisse des Stoffwechsels der Gemisch- 
partner zuriick. Dies konnte durch Versuche nachgewiesen werden, bei 
denen durch Zusitze keimfreien Hefeansatzfiltrats gleiche Wirkungen 
wie durch entsprechende Gaben des hefehaltigen Ansatzes eintraten. 


Die Untersuchungen, iiber die aus zeitbedingten Griinden erst jetzt berichtet 
werden kann, wurden 1940—1942 mit Unterstiitzung des Forschungsdienstes durch- 
gefiihrt. Dem Institutsvorstand, Herrn Prof. Dr. ScnanpErRL, danke ich fiir 
manchen freundlichen Hinweis, meinen Mitarbeitern fiir tatkraftige Hilfe. 
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Salzwasser-Eugleninen*, 


Von 
E. G. PRINGSHEIM. 


Mit 11 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 1. Oktober 1952.) 


Gewohnlich werden die Eugleninen als Si®wasserorganismen betrach- 
tet (Frirscu 1935, 8. 724), und fiir weitaus die meisten Arten ist dies 
auch richtig. Es ist jedoch nicht von vornherein klar, ob das SiiBwasser 
ihre urspriingliche Heimat war, da, wie gezeigt werden wird, ganz nah 
verwandte Formen einerseits im SiiB-, andererseits im Salzwasser ge- 
funden werden. Aus der zusammenfassenden Literatur bekommt man 
den Eindruck, daB nur gewisse ,,primitive’‘, aber sehr unvollkommen 

beobachtete Formen (ScHILLER 1925) und einige Arten von Hutreptia in 
Salzwasser vorkommen; aber gelegentliche Beobachtungen (PRINGSHEIM 
u. PRINGSHEIM 1949, S. 62) und altere Befunde zeigen, daB die Sachlage 
anders sein muB. 


Hutreptia. 


Lutreptia viridis Perty ist immer nur aus SiBwasser beschrieben wor- 
den, so schon von PErty selbst (1852, S. 168), von FRoMENTEL (1874, 
S. 701), Kuzps (1883, 8.316), LauTERBoRN (1915, 8S. 442), Massarr 
(1920, S. 26) u. a. Wo ersichtlich, war der Standort durch Faulschlamm 
gekennzeichnet (z. B. LauTERBORN). Auch ich fand die Art an solchen 
Stellen (PRINGSHEIM u. PrinacsHEIM 1949, S. 62), wenn auch immer nur 
in kleinen Mengen, wahrend sie in einem der Gezeitenwirkung aus- 
gesetzten Wasserlauf bei Flatford Mill Field Centre, nicht weit von 
Colchester, in ungeheuren Mengen den Schlamm griin fairbte. Ein solches 
Vorkommen war bisher nicht beschrieben worden. Von diesem Material 
konnte in Erde-Wasser-RG6hrchen (PRINGSHEM 1946a, 1946b) mit 30 bis 
60% igem kiinstlichem Seewasser gute Vermehrung erzielt werden. Ohne 
Salzwasser hingegen vermehrte sich diese Hutreptia, wie auch die gleiche 
Art aus einem Graben in Cambridge, nur sehr kiimmerlich oder gar nicht. 
Dies ist die einzige sogenannte SiBwasser-Hutreptia (SCHILLER 1925, 
§. 95). Stark verunreinigtes Wasser enthalt offenbar zuweilen genug 
Salze, um eine Vermehrung dieser Art zu ermdglichen. Sie ist nicht. 
selten. Ich fand sie in Material von einem Franzensbader Moor (PRinas- 
HEIM 1936, S. 84), in einem Ententeich und in mehreren Graben. Fir 


* Orro RENNER zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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eine gute Vermehrung ist verdiinntes natiirliches oder kiinstliches See- 
wasser Voraussetzung. Einzelne Salze, wie Natriumchlorid, Kalium- 
chlorid, Natriumnitrat oder Magnesiumchlorid kénnen das Seewasser 
nicht ersetzen, wohl aber eine rohe Nachahmung wie die folgende: 
NaCl 3%, Mg(Cl,-6 H,O 0,4%, KCl 1%, MgSO,-7 H,O 0,5%, 


CaSO,:2H,0 0,1% (PrivcsHem 1946a, 8. 28). Eine Reinkultur konnte ~ 


trotz wiederholter Bemiihungen nicht erzielt werden, ebenso wenig wie 
von den meisten anderen Eugleninen. " 
Eutreptia viridis ist der Typus einer Gattung, in der Artunterscheidung 
und Namengebung etwas verwirrt sind. Nach den tiblichen Angaben hat 
sie zwei GeiBeln, im Gegen- 
satz zu Huglena mit einer 
GeiBel, und das soll der 
einzige Unterschied sein. 
Ob die GeiBeln ungleich in 
Linge und Dicke sind, ist 
schwer festzustellen. Grof 
konnen die Unterschiede 
nicht sein. Euglenaceen, 
bei denen die zwei GeiBeln 
verschieden lang sind, wur- 
den von DA Cunua (1913) 


Eutreptiella und von Scuit- 


y Abb. 1. Butreptia viridis. Paramylonherde. Rechts zwei 

m ve- 3 
et (1925) Gy ere el Paramylonherde mit Paramylonhiille nach HEIDENHAIN- 
nannt. Da die beiden Gei- _ Firbung; links verschied. Ansichten der Paramylonhiille. 


Beln in keinem Falle ganz Saas pias as ae 

gleichwertig zu sein schei- 

nen, wie etwa bei Chlamydomonas, und da bei den verschiedenen Arten 
alle Uberginge von fast gleicher Linge bis zu einem groBen Unter- 
schied zwischen einer langen Schwimm- und einer kurzen Stummel- 
geiBel gefunden worden sind, so liegt es nahe, alle Arten mit zwei GeiBeln 
in der Gattung Hutreptia zu vereinen. Dem stehen aber zwei Bedenken 
entgegen. In Wirklichkeit haben alle Euglenaceen zwei GeifSeln, wenn 
auch die eine meist so kurz bleibt, da sie nicht aus der Kanaléffnung 
herausreicht und bei der Fortbewegung nicht mitwirken kann (PRrINGs- 
HEIM u. Hovasse 1950). Da die KurzgeiBel gewéhnlich innerhalb der 
Sammelvakuole mit ihrer Spitze an der langen Geifel festklebt, hat man 
oft von einer an der Wurzel gegabelten Geifel gesprochen. Das andere 
Bedenken rithrt daher, daB alle Arten von Hutreptia auRer HL. viridis nur 
einmal und nicht genau genug beschrieben oder abgebildet worden sind. 
Eutreptia viridis ist zwar, wie gezeigt werden wird, noch durch andere 
Merkmale als die Geifelliinge von Huglena verschieden; aber wir wissen 
nicht, ob das fiir alle Arten gilt. 


— 
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Die Chromatophoren von Eutrept 


und Abbildungen als linsen- 


den in Beschreibungen 


oder scheibenférmig dargestellt. Pyrenoide 
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t irrefihrend. Ungefihr in der Mitte 


sollen nicht vorhanden sein. Das is 
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in pyrenoidartiger Korper 


der Zelle und vor dem Kern befindet sich e 
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von hohlkugelartig angeordneten Paramylonkérnern umhiillt ist (Abb. 1). 
Er scheint frei im Cytoplasma zu liegen, da eine Lagebeziehung zu_ 
Chromatophoren oft nicht ersichtlich ist. Diese haben aber in gesunden 
Zellen eine andere Gestalt als bisher angenommen wurde. Nur in nicht 
ganz frischen Exemplaren sehen sie scheibenformig aus. Wenn gut ent- 
wickelt, sind die Elemente des Plastidoms keil- bis nagelformig mit nach 
innen gehenden Fortsiitzen, die sich bei dem pyrenoidahnlichen Korper 


PV OS | 
y 


Abb. 4. Lutreptia pertyi nov. sp. Obere Reihe: Schwimmende Zellen in Schnellskizzen. Im un- 

gestérten Zustande mit ,,Schwanz‘* wie die dritte und vierte Zelle, zuweilen mit Anschwellung 

wie ganz rechts. Die untere Reihe zeigt stiirkere Metabolie bei gehemmter Fortbewegung nach 
Stérung. Vergr. 500 fach. 


treffen, der dadurch als ein Paramylonherd gekennzeichnet ist, wie er 
fiir die Plastidome der Huglena viridis-Gruppe bekannt ist (Abb. 2, 3). 
Eutreptia pertyi nov. spec. Die Ahnlichkeit in der Anordnung und Be- 
schaffenheit der Zellorgane mit den Verhiltnissen bei Huglena viridis ist 
noch auffallender bei einer etwas gréBeren Art, Hutreptia pertyi (Abb. 4 
bis 6), die bei Brancaster an der Kiiste von Norfolk éstlich der Miindung 
des Wash gefunden wurde. Dort befinden sich Salzmarschen, in die das 
Meer zuweilen einbricht und Tiimpel hinterli&t, von denen einige, beim 
Hause des Golfklubs, sich als reich an Eugleninen erwiesen, welche an 
Salzwasser angepaBt sind. Hutreptia pertyi hat mit Hutreptia viridis die 
folgenden Ziige gemein: 1. Der Zellkérper ist sehr metabolisch, d. h. er 
wechselt seine Gestalt schnell und stark, in derselben Weise wie es fiir 
Kutreptia viridis oft dargestellt worden ist, und wie es sonst nur fiir Arten 
der farblosen, ungleichgeiBeligen Gattung Distigma bekannt ist, jedoch 
fiir keine andere Euglenacee, 2. Beide Geifeln sind ungefahr so lang wie 
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der Korper und werden zum Schwimmen beniitzt. Sie haben unabhiangige 
Blepharoplasten und eine Verdickung in Héhe des Augenfleckes. 3. Ein 
sich nach Fixierung mit Haimatoxylin und Safranin farbendes, unregel- 
maiBig vieleckiges Gebilde vor dem Kern ist, ahnlich den Paramylon- 
herden von Huglena viridis und Euglena geniculata, gewohnlich von polye- 
drischen Paramylonkornern umgeben, die bestandiger sind als die 


Abb. 5. Eutreptia pertyi nov. sp. a) Die einen Paramylonherd umgebenden Kérnchen bei mittlerer 

Binstellung. Vergr. 1000fach. b) Zelle mit Paramylonherd, GeiBeln, Kern und Chromatophoren, 

wie sie meist erscheinen. Letztere nur zum Teil eingezeichnet. Vergr. 750fach. c) Zelle in der 

haufigen, riibenformigen Gestalt, Chromatophoren wie bei b). Vergr. 750 fach. d) Hinterende einer 

Yelle mit langlichen Chromatophoren in Schragstellung. Vergr. 1000fach. e) Gestalt derselben 
Zelle mit verdicktem Vorderende und Andeutung von Torsion. Vergr. 1000 fach. 


iibrigen, kleineren Kérnchen. 4. Was bei nicht ganz genauer Unter- 
suchung als ein freier, nicht mit Plastiden zusammenhingender Par- 
amylonherd erscheint, ist in Wirklichkeit ein Zentrum, von dem Chloro- 
plastenbinder ausstrahlen, die allerdingszerfallen und dann den Hindruck 
kleiner, scheiben- bis ellipsenformiger Chloroplasten erwecken konnen. 
Die Arten sind verschieden durch Gestalt und Dimensionen (S. 163). 


Fiir die anderen Eutreptien ist tiber den inneren Bau wenig bekannt. Gymnastica 
elegans soll wenige groBe Chloroplasten haben, Hutreptia viridis var. schizochloris 
lanzett- oder rautenformige, Lutreptia paschert sternférmige, die jedoch in der Ab- 
bildung nur leicht lappig erscheinen, Eutreptia thiophila scheibenformige. Pyrenoide 


a, 
- 


‘ 
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werden abgeleugnet oder nicht erwahnt. Vielleicht sind sie iibersehen worden, so wie 
bei Eutreptia viridis, ebenso wie der groBe Wechsel im Aussehen des Plastidoms je 
nach den Lebensumstanden. Allgemeine Schliisse kénnen also nicht gezogen werden. 


Abb. 6. Eutreptia pertyi nov. sp. Rechts: Bei dieser Art hiufige Gestalt, mit Kern, Paramylonherd, 
Stigma und scheinbar einzeln liegenden Plastidom-Elementen oder Chloroplasten, die lingliche, 
mehr oder weniger schrig gestellte Chloroplasten darstellen. Links: Verkiirztes Exemplar mit 
deutlich strahlig angeordneten Chloroplasten-Bandern. Mitte: Metabolische Zelle mit lang- 
gedriicktem Kern und regellos liegenden Plastidom-Elementen. Vergr. 1000 fach. 


Bei den tibrigen Mitgliedern der Gruppe sind, abgesehen von der recht 
verschiedenen Geifellinge, die wesentlichen Merkmale nicht beschrieben, 
so daB eine Aufzihlung geniigen muB. 


I. GeiBeln nicht erheblich verschieden lang. 


1. Lutreptia viridis Perty 1852 Linge 49—66 wu 
2. ‘A viridis var. schizochloris Entz 1883 106—120 
3. aa lanowii Steuer 1904 25—60 wu 
4. »- paschert Skvortzow 1925 60 
5. Ae globulifera van Goor 1925 20—30 fu 
6. % thiophila Skuja 1948 40—70 uu 
Us + pertyt nov. sp. 45—80 


II. Hine GeiBel lang, eine sehr kurz. 


8. Hutreptiella marina da Cunha 1914 

9. Gymnastica elegans Schiller 1925 70—90 
10. is pascheri Ps 1927 30—40 
ile . dofleinit ,, 1927 17—27 uw 
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Von den Arten der Liste stammt Nr. 2, offenbar eine unabhangige Art, 
von salzhaltigen Teichen in Ungarn, Nr. 3 aus den Kaniilen von Triest, 
Nr. 5 aus Brackwasser in Holland, Nr. 6 aus Litoralwasser der Ostsee, 
Nr. 7 ebenfalls aus Salzwasser und 8—10 aus dem Adriatischen Meer. 
In wirklichem SiS wasser scheint demnach nie eine mit zwei GeiBeln ver- 
sehene Euglenacee gefunden worden zu sein. 


Huglena. 


Trotz verstreuter Angaben in der Literatur, daB Arten von Luglena 
in Salzwasser vorkommen (ScHILLER 1925, vAN Goor 1925, Baas- 
Brcxine 1925, Lackry 1936, BrecHELER 1937, N. Carter 1937, JAHN 
1946, 1951, HOrtEeR u. H6FLER 1952), lebt diese Gattung doch, im Gegen- 
satz zu Hutreptia, in der Hauptsache im SiiBwasser. 

Die Angaben itiber im Brackwasser lebende Euglenen sind zum Teil 
wenig bestimmt. Als Huglena deses wurde von BRACHER (1919) eine Form 
beschrieben, die die schlammigen Ufer des Flusses Avon bei Bristol in 
der Gezeitenzone griin farbt. Der gleiche Organismus wurde von Garp 
(1919) als H. limosa neu benannt und von N. Carrer (1933) genauer ge- 
schildert. Die Art ist aber von Scumirz schon 1884 aus der Nahe von 
Bonn als H. obtusa (nicht zu verwechseln mit H. obtusa VAN Goor 1925) 
beschrieben worden, wo sie den Schlamm am Ufer eines kleinen Teiches 
bewohnte, und wurde auch von mir unter ahnlichen Umstanden in einem 
sehr schmutzigen Tiimpel gefunden. Die Lebensbedingungen miissen eng 
begrenzt sein. Es ist dies die einzige Art, die sich trotz vielmaligem Ver- 
such nicht ziichten lieB. In groBen Massen wurde sie auf Schlamm- 
banken in den Gezeitenzonen an der West- und der Ostkiiste von Eng- 
land gefunden, und zwar nicht gemischt mit Hutreptia viridis, obgleich 
beide z. B. bei Flatford Mill keine 100 m voneinander entfernt in Massen 
vorkamen. So wie im Falle von #. limosa, so wurde auch anderen, in 
Salzwasser gefundenen Formen meist ein neuer Artname gegeben. 

Euglena reticulata Ss6stupt (1925), nicht zu verwechseln mit LH. reti- 
culata Matnx (1926), aus der westlichen Ostsee ist nach der Beschreibung 
nicht zu erkennen. L. interrupta (SCHILLER 1925), bestehend aus kranken, 
nicht zu bestimmenden Zellen, und #. acusformis (ebenda) stammen aus 
der Adria. Die letztere Form ist wahrscheinlich die gleiche, die N. CARTER 
(1937) in Salzmarschen in England gefunden hat. Nach ihrer Beschrei- 
bung handelt es sich wohl um Z. prowima Dang. HE. salina (LIEBETANZ 
1925) aus H.,S-haltigem Salzwasser in Polen, welche nach der Abbildung 
E. mutabilis gewesen sein diirfte, wurde von N. Carrer (1937, 8. 61) als 
ihrer H.vermiformis abnlich angesehen. #, baltica (Scotter 1910, 
van Goor 1925) ist nicht nur in der Ostsee, sondern auch in Holland 
gefunden worden. Baas-Brcxine (1925) fand verschiedene Kuglenen in 
amerikanischen Salztiimpeln, gibt aber keine Namen. Lackry (1936) 
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zahlt fiir submarine Standorte der Nordostkiiste der Vereinigten Staaten 
(Woods Hole, Massachusetts) H. gracilis und E. spec. auf. Diejenigen 
Stamme der ersteren, die ich untersucht habe (PRINGSHEIM u. PRINGSHEIM 
1952), wurden schon durch ein auf das 8—10fache verdiinntes Nordsee- 
wasser, also etwa die Konzentration der éstlichsten Ostsee, etwas gehemmt. 

Genauere morphologische Angaben iiber die von ihr in Salzmarschen 
Siidenglands gefundenen Euglenen sind bei N. Carrer (1937) zu finden. 
Sie erwahnt ZL. viridis, H. acusformis (vgl. oben) und L. vermiformis nov. 
sp., offenbar eine der Varietaéten von L. deses, obwohl die Verfasserin 
keine Ahnlichkeit mit dieser Art findet. JaHN (1946, S. 247, 1951, S. 69) 
gibt Zusammenstellungen, wenn auch ohne Artnamen, und betont, dal} 
das Vorkommen der gleichen Art in SiB- und Salzwasser die Frage 
nach der Anpassungsfihigkeit nahe legt. Frstey (1930) will gefunden 
haben, daB H. oxyuris, EL. terrestris und E£. spec. an Seewasser angepaBt 
werden kénnen (vgl. auch Kizps 1883, 8. 288/89). Ohne Kulturen kann 
aber diese Frage kaum geliést werden, und meine Anpassungsversuche 
mit Arten des SiiBwassers, die salzliebenden Verwandten sehr ahnlich 
sind, z. B. HE. viridis, H. deses und E. proxima, blieben ohne Erfolg. Halb- 
konzentriertes Seewasser wurde auch weder von £. gracilis noch E. geni- 
culata oder E. anabaena vertragen, 25% schidigte stark, 12,5% deutlich, 
wahrend ohne Seewasser gutes Wachstum eintrat. Auch wenn von einer 
Kultur in stark verdiinntem Seewasser in h6here Konzentrationen iiber- 
impft wurde, war keine Anpassung nachzuweisen. 

Die von mir gefundenen Huglena-Arten aus Salzwasser konnten, mit 
Ausnahme von #. obtusa, alle in Erde-Wasser-Kulturen mit verdiinntem 
natirlichem oder kiinstlichem Seewasser zu lebhafter Vermehrung ge- 
bracht werden. Es sind die folgenden: 


1. Euglena viridis var. maritima nov. var. wurde in einem Material 
gefunden, das Sir Epwarp Sa.ispury (Direktor des Botanischen 
Gartens in Kew) zur Bestimmung einsandte. Es stammte aus einem 
Gartenbecken, das absichtlich mit Seewasser gefiillt worden war. Die 
Probe hatte einen Salzgehalt von 1,8%%, stellte also etwa halbkonzen- 
triertes Seewasser dar und war wohl durch Regen verdiinnt. Diese Kon- 
zentration war, wie Kulturversuche ergaben, ungefihr die giinstigste. 
40 und 60% Seewasser erlaubten fast ebenso gute Vermehrung, wahrend 
80 und 20%, kein Wachstum aufkommen lieBen. Bei 70 und 25% waren 
ungefiihr die Grenzen erreicht. Die Vermehrung war am iippigsten bei 
Verwendung einer tonigen Erde. Die Form bevorzugt gute Ernihrung. 
Durch Zusatz von Ammoniummagnesiumphosphat wurde ein starkes, 
lang andauerndes Gedeihen der Kulturen erzielt. Auch geringe Mengen 
organischer Stoffe wurden gut vertragen. 


Diese Varietat ist fast zylindrisch, gewéhnlich schwach metabolisch, kann aber 
auf chemische Reize hin ihre Gestalt stark verandern. Sie ist von gewissen 
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SuBwasserformen kaum zu unterscheiden (Abb. 7). Die Geifel ist nie so lang wie der 
ausgestreckte Korper. Die Oberfliche ist bei Betrachtung mit Immersion immer 
deutlich, wenn auch zart gestreift. GréBe 45—55 zu 15—17 yu. Mit Vitalfarbstoffen 
kleine, gefarbte Blaschen unter der Oberflache. Kern hinter dem Paramylonherd. 
Bau der Zelle ganz wie bei manchen SiiBwasser-Vertretern der Sammelart Z. viridis, 
wenn auch mehr als iiblich zur Abflachung und Torsion geneigt. N. Carers (1937, 
§. 55) Form scheint kleiner gewesen zu sein. 


2. Euglena viridis var. halophila nov. var. stammte von demselben 
Standort wie Hutreptia pertyi, einem Salzwassertiimpel bei Brancaster. 


Abb. 7. Euglena viridis var. maritima nov. var. Die linke Zelle zeigt die haufigste Gestalt und die 

Paramylonkérner hohlkugelartig um den Paramylonherd angeordnet. Die rechte Zelle hat eine 

mehr spindelige Gestalt mit etwas zugespitztem Hinterende und, damit im Zusammenhang, einen 
linglich verformten Kern. Paramylonkérner unregelmaBig angeordnet. Vergr. 1000 fach. 


Abb. 8. Euglena viridis var. halophila nov. var. Die beiden Zeichnungen geben ungefihr die gréBten 

Verschiedenheiten der Gestalt, die bei dieser Varietat vorkommen. Der Korper ist immer spindel- 

formig; der dickste Teil kann aber vor oder hinter der Mitte liegen. Im letzteren Fall ist das Hinter- 
ende nicht so stark ausgezogen. Vergr. 1000 fach. 


Auch diese Varietiit gedich am besten bei der halben Konzentration des 
Nordseewassers, konnte sich aber noch bei voller Konzentration und 
selbst ohne Meerwasserzusatz vermehren, d. h. also, wenn der genannte 
Lehmboden mit See- bzw. Leitungswasser iiberschichtet und erhitzt 
worden war. Mit 0,5—3°% Kochsalz war das Wachstum kiimmerlich, 
bei 4% blieb es aus. Zusatz von Ammoniummagnesiumphosphat, ebenso 
von ganz wenig Starke, war forderlich. 

Die Gestalt dieser Varietat ist verschieden von der der vorigen. Die Zellen sind 


spindelig und vorn sowie besonders hinten stark verjiingt, mit einem fast zylindri- 
schen Schwanz (Abb. 8), wie das auch bei SiiBwasservarietaten anzutreffen ist. Die 
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sternformige Anordnung der Chlorophyllbander ist nicht immer, aber zuweilen sehr 
deutlich zu sehen. Die GeiBel erreicht nicht die Lange der Zellen, deren Oberflache 
zart gestreift zu sein pflegt. Vitalfarbstoffe wirken wie bei der vorigen Varietat. 
GréBe der Zellen 60—68 zu 12—17 uw. 

3. Euglena deses var. carterae nov. var. ist, ebenso wie die beiden 
vorigen, zu einer alten Art als Varietat gestellt worden, weil es unzweck- 
maBig erscheint, jeder der vielen Formen von Sammelarten einen neuen 
Artnamen zu geben. Diese Varietaét stammt vom gleichen Standort wie 


Abb. 9. Euglena deses var. carterae nov. var. Verschiedene Gestalten der sich wurmartig-kriechend 

bewegenden Varietit. GroBe scheibenférmige, einen gréBeren Teil des Zellumfanges bedeckende 

Chloroplasten mit ,,nackten Pyrenoiden‘’. Die héchsten Grade der metabolischen Verzerrung sind 
nicht dargestellt, weil schwer zu zeichnen. Vergr. 1000 fach. 


die vorige und ist gleichfalls fahig, sich in Erd-Wasser-Kulturen in| 
einem weiten Bereich von Salzkonzentrationen zu vermehren. Sie be- 
siedelt zuerst die oberste Schlammschicht und dringt dann in die Erde 
ein, die sie gegen das Licht zu hinter dem Glase griin farbt. Nach einiger 
Zeit pflegt der dem Licht zugekehrte Teil der Erde an Euglenen zu ver- 
armen, so daB die griine Farbe auf einen hufeisenformigen Streifen be- 
schrinkt wird. Auch in Erdabkochung und verdiinnter mineralischer 
Nahrlésung mit Seewasser findet ein wenig Vermehrung statt, was bei 
den F. viridis-Varietiiten nicht der Fall war. 


Diese Varietat von H. deses (Abb. 9) ist nie geiBelbeweglich und hat ein auf- 
fallend kleines Stigma. Der Kern liegt weit hinter der Mitte. Die Chromatophoren 
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sind grof und haben sogenannte nackte Pyrenoide, d.h. dichte, sich mit Kern- 
farbstoffen anfarbende linsenformige Gebilde in ihrer Mitte wie bei allen Vertretern 
der Art. Wo sie im Leben nicht deutlich sind, kénnen sie am leichtesten mit wenig 
Jod sichtbar gemacht werden. Neutralrotzusatz bewirkt das Auftreten von kleinen 
roten Blaschen ohne regelmaBige Verteilung, aber, wie iiblich, vorwiegend im vor- 
deren Teil der Zelle. 


4. Huglena proxima var. dangeardii nov. var. stammt wiederum aus 
den Salztitimpeln bei Brancaster, wo sie in fauligem Wasser, zusammen 
mit Hutreptia pertyr, vorkam. Formen, die mit Huglena proxima Dang. 
nahe verwandt sind, scheinen in Salzwasser haufig zu sein. Die erste 
wurde von SCHILLER (1925, 
S. 94, Taf. III, Abb. 7) aus 
der Adria als E. acusformis 
beschrieben, ist aber form- 
veranderlich und  daher 
nicht mit der starren, auch 
anders geformten H. acus 
verwandt. Hine weitere 
Form hat N. CARTER in 
Salzmarschen der Isle of 
Wight gefunden (1937, 
8.59). Im Jahre 1947 wurde 
mir Material vom Loch 
Craiglin (Argyll, Schott- 
land) zur Bestimmung tiber- 
geben, das in nach Schwe- 
felwasserstoff riechendem 


Schlamm gefunden worden Abb. 10. Euglena prowima var. dangeardii nov. var. Spin- 


war. Das Wasser wechselte  delige Zellen vorherrschend; doch kommen auch mehr 
zylindrische vor, wie links dargestellt, die jedoch von 


im Salzgehalt von 20—26°/o9. der folgenden Varietit deutlich verschieden bleiben. 
Die Euglene wurde damals ee 


als HE. proxima bestimmt. 


Die Form von Brancaster gedieh in Erd-Wasser-Rohrchen wiederum 
mit ungefihr halbkonzentriertem Seewasser am besten, aber auch in 
viertel- und dreiviertelkonzentriertem. In hoheren Konzentrationen und 
ohne Seewasser vermehrte sich dieser Stamm nicht. Die SiiBwasserform 
von Euglena proxima vertragt dagegen sehr wenig Salz. Auch diese 
Varietait bevorzugt iippige Ernaéhrung. 


E. proxima var. dangeardii ist spindelfsrmig wie die meisten Euglenen (Abb. 10), 
hinten ausgezogen, zart spiralig gestreift, mit stark seitlicher Kanaloffnung, einem 
in der Mitte gelegenen Kern und nicht ganz kérperlanger GeiBel. Die Chromato- 
phoren sind linsenformig, oft etwas polyedrisch und 5—7 « im Durchmesser. Die 
Zellen sind 50—60 zu 15 wu groB. 
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5. Euglena proxima var. anglesia erhielt ich durch die Freundlichkeit 
von Dr. M. Droop. Sie stammt aus brackischen Pfiitzen bei Treadder 
auf der Insel Anglesey vor der englischen Westkiiste. Diese Pfiitzen sind 
der Spritzwirkung des Meeres ausgesetzt. In Erde-Wasser-Kulturen lag 
das Optimum bei 1%4—3/, Seewasser, bei voll konzentriertem trat kaum 
mehr Vermehrung ein, bei auf 14, verdiinntem Seewasser schwache, ohne 
Seewasser gar keine. Auch hier trug iippige Ernaihrung sehr zum Ge- 

deihen bei. 


Diese Varietat ist von der vorigen morpho- 
logisch deutlich verschieden (Abb. 11). Die 
Zellen erscheinen fast zylindrisch, vorn ab- 
gerundet, hinten mit einem kleinen Schwanz- 
chen. Die Formveranderungen sind langsam 
und schwach. Die Streifung ist meist deut- 
lich, die GeiBel etwas mehr als kérperlang. 
Der Augenfleck ist groBer als bei der vorigen 
Form, die Chromatophoren sind kleiner und 
mehr langlich, ungefahr 5 x 3 yw, dicht ge- 
lagert, aber nicht polyedrisch. Auffallend sind 
einige gréBere Paramylonkérner, die von einer 
Seite linglich, von der anderen kreisf6rmig 
aussehen und eine diinne Stelle in der Mitte 
haben. 

Die Metabolie ist auch auf chemische Reize 
hin, z. B. auf Zusatz von Neutralrot, schwach, 
wahrend Methylenblau eine Verkiirzung und 
Anschwellung der Mitte bewirkt. Alle Vital- 
farbstoffe bringen das Erscheinen von kleinen, 
runden, gefarbten Blaschen hervor, vor- 
wiegend vorn. Der Kern liegt in der Mitte 
oder etwas dahinter. GréBe 65—70 zu 7—17 w- 


Abb. 11. Euglena proxima var. anglesia 


nov. var. Die linke Zelle stellt die hiiufigste 
Gestalt dar; die rechte ist etwas mehr 
spindelig, aber doch stets von der vorigen 


Varietiit verschieden. An ihr ist die 
Streifung angedeutet. Hinterende mit 
kurzem Schwanz immer unsymmetrisch. 
Paramylonkérner stab- oder ,,ring‘‘- 
férmig. Gewoéhnlich ein Paramylonkorn 
schrig vor dem Augenfleck, wie es auch 
bei der nahe verwandten Art Puglena 
variabilis Klebs die Regel ist. 


Besprechung. 

Durch die geschilderten Befunde wird 
eine Reihe von Fragen nahegelegt. Was 
bedeutet phylogenetisch die Gebunden- 
heit an Brackwasser, und wo kamen 
diese Organismen urspriinglich her? 
In der Okologie des Brackwassers 


miissen zwei Dinge auseinandergehalten 
werden, niimlich verdiinntes Meerwasser als Standort und ein Wechsel 
zwischen Meer- und SiiBwasser. Standorte, an denen dauernd ein ungefahr 
gleich verdiinntes Meerwasser geboten wird, sind, abgesehen von der Ostsee, 
selten. AuBerdem scheinen die meisten Meeresorganismen ebensogut wie 
bei der Konzentration der Nordsee, bei der halben Konzentration, zu 
gedeihen. Ein Wechsel im Salzgehalt am Standort dagegen ist haufig, 
nicht nur in FluBmiindungen infolge der Gezeiten, sondern auch in 
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Seewassertiimpeln und anderen kleinen, salzigen Wasseransammlungen, 
die zuzeiten eindunsten und durch den Regen wieder verdiinnt werden. 
Anpassung an Brackwasser wird also meist mit einer Widerstandsfahig- 
keit gegen Konzentrationswechsel verbunden sein. Wenn freilich eine 
der beschriebenen Eugleninen plétzlich aus normalem in stark ver- 
diinntes Seewasser iibertragen wird oder umgekehrt, so werden die 
Zellen geschadigt und schrumpfen (H6FLER u. HOFLER 1952), bzw. sie 
platzen und das Protoplasma lauft aus. Ein langsamer oder geringer 
Wechsel dagegen macht ihnen nichts aus. 

Im ganzen scheint es, daB die Arten von Eutreptia durchweg Salz- 
organismen sind, bei Huglena dagegen die SiiSwasserformen tiberwiegen 
und die in Salzwasser lebenden von solchen des SiiRwassers stammen. 
Ks ist allerdings auffallend, daB die von Salz-Euglenen ertragenen Kon- 
zentrationen nicht niedriger sind als bei den beiden Eutreptien. Was die 
Arten von Luglena anbelangt, die in Salzwasser angetroffen worden sind, 
so fehlen, abgesehen von Lackrys Angabe iiber Huglena gracilis, solche 
mit doppelt beschalten Pyrenoiden, wihrend Vertreter der untereinander 
nicht niher verwandten Sammelarten Huglena deses, HE. proxima und 
&. viridis in mehreren Varietaéten aufgefunden worden sind. Phylo- 
genetische Schlisse k6nnen somit nicht gezogen werden, solange nicht 
mehr Befunde vorliegen. Auch ist keine Euglenine bisher im eigentlichen 
Meer gefunden worden. ScHiILuER fiihrt seine Funde in der Adria auf 
Verschleppung aus Kiistengewassern zuriick. 

Ebenso unsicher sind die Grundlagen zur Beantwortung der Frage, 
ob Huglena oder Hutreptia urspriinglicher ist. Marnx (1927, 8. 350) halt 
Lutreptia viridis fir ein primitives Mitglied der Euglenaceen, und zwar 
wegen ihres symmetrischen Kérperbaues und der zwei langen GeiBeln. 
Das Vorhandensein der letzteren werden wir auch heute als ein primi- 
tives Merkmal ansehen, obwohl sie funktionell nicht gleichartig zu sein 
scheinen (STEUER 1904, S. 121; ScuitLER 1925, S. 4 und Taf. 4, Abb. 19; 
PRINGSHEIM 1936, S. 84; Skusa 1948, S. 204; Prinasuemm u. Hovasse 
1950, S. 534), um so mehr als die Meinung von Marnx, da beiden anderen 
Eugleninen zwar von 2 Basalkérnern 2 Geifeln angelegt werden, diese 
aber zu einer einzigen verschmelzen, ebenso wie seine Erwartung, daB 
die sogenannte Amastigatae ELEnKins (1924) trotz scheinbarem Geifel- 
mangel doch den inneren GeiBelapparat besitzen, durch spatere Unter- 
suchungen bestatigt worden ist (PRINcsHEIM u. HovassEe 1950). Das 
andere Merkmal aber kénnen wir nicht verwenden, obgleich es wahr- 
scheinlich ist, da8 ,,die durch Torsion des Kérpers hervorgerufene 
Asymmetrie der iibrigen Eugleninen sicher abgeleiteten Charakter hat* 
(Matnx, ebenda), und zwar deshalb nicht, weil Eutreptia pertyi (Abb. 6) 
eine seitlich verschobene Kanaléffnung mit Bildung zweier ungleicher 
Lippen hat, was auch Srrvmr (1904, 8. 127) bei Lutreptia lanowii schon 
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gesehen hat. Bei Hutreptia viridis ist das freilich nicht so deutlich, so daB 
sie durch eine durch den Augenfleck gelegte Ebene in zwei nahezu 
spiegelbildlich gleiche Halften zerlegt werden kann, wobei aber die 
Sammelvacuole deutlich seitlich liegt. Weiterhin betrachtet Marnx die 
pyrenoidfreien, linsenformigen Chromatophoren gegeniiber denen mit 
doppelt beschalten Pyrenoiden als abgeleitet. Solche Chromatophoren 
werden gewohnlich auch Lutreptia viridis zugeschrieben, bei der sie 
jedoch in Wirklichkeit viel komplizierter gebaut sind (vgl. 8. 151). 
Freie Paramylonherde“ sind zuerst von Marnx (1927, 8.338) fir 
seine Euglena deses angegeben worden, die sich aber bei Nachpriifung 
an dem noch erhaltenen Stamm als eine Form der schwierigen, poly- 
morphen Art Huglena geniculata Dujard. erwiesen hat. Ein weiterer Fall 
einer Eugleninenzelle mit zentralem Pyrenoid und strahligen Chromato- 
phorenbindern ist von CHADEFAUD (1937, S. 113) als Lepocinelis radiata 
beschrieben worden. Diese Form scheint aber mit Lepocinclis nicht viel 
mehr gemein zu haben, als daB es sich um eine starre, rundliche Eugle- 
nacee handelt, z.B. nicht die Radiirsymmetrie, die linsenformigen 
Chloroplasten und die zwei groBen Paramylonringe, die fiir diese Gattung 
kennzeichnend sein sollen. Wir haben demnach einen fast gleichen Bau 
des Protoplasten, von CHADEFAUD (1937, S. 164) ,,mésoplastidié pro- 
centrique & Paramylonherd®’ genannt, bei Vertretern von Huglena, 
Eutreptia und Lepocinclis. Wie steht es da mit den Gattungen? Sind 
nicht die Ausbildung des Plastidoms, die Lage des Kernes und die 
Pyrenoide bzw. Paramylonherde ebenso wichtig fiir die systematische 
Einordnung einer Art wie die mehr oder weniger ausgeprigte Starrheit 
des Periplasten oder Verschiedenheit in der Linge der Geiffeln? Jeden- 
falls ist die Ahnlichkeit im inneren Bau der drei Eugleninen sehr auf- 
fallig und gibt uns neue phylogenetische Riitsel auf. Auch sind die Arten 
von Hutreptia, die niher untersucht werden konnten, keineswegs pri- 
mitiv, was immer man bei Euglenaceen als den urspriinglichsten Bau 
des Plastidoms ansehen mag, ob mit Matnx (1927, 8.350) scheiben- 
formige oder mit CuapEraup (1937, S. 88) ein einziges, groBes Chro- 
matophor. : 
Ein weiteres, noch offenes Problem ist die Verschiedenheit in bezug 
auf die giinstigste Salzkonzentration zwischen Varietiten derselben Art 
von Huglena in ihrer Bedeutung fiir die Phylogenie. Ohne Versuche 
hiitte man leicht den TrugschluB ziehen kénnen, da® die gleiche taxo- 
nomische Form sowohl in SiiB- wie in Salzwasser leben kann. Ahnliches 
ist bei anderen Organismen, besonders bei den farblosen Cyanophyceen- 
Gattungen Beggiatoa und Achromatium sowie bei Vitreoscilla (vgl. 
PRINGSHEIM 1949, 1951) zu bemerken, obgleich noch keine gentigenden 
Erfahrungen iiber Anpassungsfihigkeit vorliegen. Soviel sich sicher- 
stellen lieB, sind auch bei Beggiatoa und Vitreoscilla sowie bei gefirbten 
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Cyanophyceen SiB®wasser- und Salzformen streng geschieden. Der Ur- 
sprung dieser Bindung ist nicht bekannt. 


Diagnose. 


EHutreptia pertyi nov. spec. Zellkérper im ungestérten Schwimmen spindelig bis 
fast zylindrisch, oft vorn verdickt, mit mehr oder weniger langem schwanzartigem 
‘Hinterende, das aber nicht so lang wird wie bei Z. viridis. Bei gehemmter Be- 
wegung starke Metabolie, wobei Anschwellungen entstehen, die von vorn nach 
hinten laufen. Kanaléffnung etwas seitlich. Stigma klein. Zwei, ungefahr kérper- 
lange GeiBeln. Kern hinter der Mitte; davor Paramylonherd, von dem Chloro- 
plastenbander nach allen Seiten ausstrahlen, deren langste nach hinten gerichtet 
sind und den Kern umfassen. Durch Zerfall der Chloroplastenbander entstehen oft 
zahlreiche, langliche bis rundliche Chlorophyllk6rper. 


Fundort: Brackwassertiimpel bei Brancaster, England. 
Okologie: Vermehrt sich nur in verdiinntem Seewasser. 


Zusammenfassung. 


Es wird dargelegt, daS das Vorkommen von Eugleninen in Brack- 
-wasser keine seltene Erscheinung ist. Die Arten der Gattung Hutreptia 
sind alle an mehr oder weniger salzhaltiges Wasser gebunden. Von 
Euglena leben Varietiten bekannter Arten in Brackwasser, die meisten 
aber in StiBwasser. 


Eine Art von HLutreptia (HE. pertyi) und finf Varietaten von Huglena 
viridis, Euglena proxima und Euglena deses werden als neu beschrieben. 


Die beiden untersuchten Arten von Lutreptia haben einen Paramylon- 
herd, von dem, wie bei Luglena viridis, Chloroplastenbander ausstrahlen, 
welche aber leicht in kleinere Elemente zerfallen. 
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(Aus dem Institut fiir Pllanzenkrankheiten der Universitat Bonn.) 


Beobachtungen tiber das Auftreten von Sternformen 
bei Granulobaeter peetinovorum. 


Von 
BaRND STILLE. 


Mit 1 Textabbildung. 


(Hingegangen am 23. September 1952.) 


Bei der spontanen Naffaiule der Kartoffel unter anaeroben Bedin- 
gungen zerfallt das Parenchym der Knollen zu einer breiigen Masse, da 
die Mittellamellen zwischen den einzelnen Zellen durch pectinzersetzende 
Bakterien, die iiberwiegend der Sammelart Bacillus amylobacter an- 

.gehoren, aufgelést werden. Bei der mikroskopischen Untersuchung 

solcher Gewebebreie lieBen sich neben zahlreichen Clostridien, die als 
Sporenmutterzellen fiir Bacillus amylobacter charakteristisch sind, und 
neben verschiedenen Begleitorganismen wiederholt auch gréBere Mengen 
von Plectridien nachweisen. Diese Plectridien traten hiufig in gréBeren 
Nestern vereinigt auf und erwiesen sich bei anschlieBender Reinkultur 
als Sporenmutterzellen von Granulobacter pectinovorum, das wegen seiner 
morphologischen Merkmale zweifellos als eine selbstiéndige, wenn auch 
dem Formenkreis der Amylobacter-Arten nahestehende Species zu be- 
trachten ist. 

Das an der Flachsréste maBgeblich beteiligte Granulobacter pectinovorum wurde 
erstmalig 1895 von WINoGRADSKY und Fries kultiviert und naher beschrieben: 
»C’est un bacille relativement grand, formant des spores dans des gonflements 
terminaux, forme Plectridiwm. A Vétat jeune ses articles sont longs de 10 ua 15 4, 
sur un épaisseur de 0,8 4; souvent on trouve des filaments articulés beaucoup plus 
longs; ils deviennent ensuite un peu plus épais (1) et forment a l’un des bouts 
des gonflements ovoides longs de 3 ~ sur 2 uw d’épaisseur; la spore ovoide qui s’y 
développe est de 1,8 « sur 1,2 w.‘‘ Weitere Angaben zur Biologie von Granulobacter 
pectinovorum finden sich vor allem in den Arbeiten von Brnrens (1902), Butsn- 
RINCK u. VAN DELDEN (1904), BREDEMANN (1909), RuscHMANN u. BAvVENDAMM (1925) 
und ImSnnecxt (1934). Auch diese Autoren gelangten iiberwiegend zu der Auf- 
fassung, daB Granulobacter pectinovorum — trotz manchen gemeinsamen Ziigen mit 
den iibrigen Amylobakterien hinsichtlich seiner physiologischen Leistungen — eine 
selbstiandige, morphologisch wohldefinierte und konstante Art darstellt. Auf eine 
ausfiihrlichere Wiedergabe weiterer Einzelheiten sei hier jedoch unter Hinweis auf 
die eingehende Untersuchung von ImMSENECKI verzichtet. 


Die vorliegende Mitteilung soll lediglich eine auffallige und eigenartige 
Erscheinung belegen, die sich in Ausstrich- und Abklatschpraparaten 
von naBfaulen Kartoffeln mehrmals beobachten lief. 
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Wurden die Kartoffelknollen bei einer Temperatur von 28—30° C unter Wasser 
der NaBfaule ausgesetzt, dann war nach 2 Tagen in dem erweichten Gewebe neben. 
anderen Bakterienarten in den meisten Fallen auch Granulobacter pectinovorum zu 
finden. Bereits nach 3 Tagen war mit zunehmender Zersetzung der Knollen die 
Sporenbildung bei dieser Art meistens so weit vorgeschritten, das nur noch wenige 
vegetative Stadien anzutreffen waren. 

Neben einzelnen ,,freien‘‘ Sporenmutterzellen, die sich gelegentlich 
auch in diesem vorgeriickten Entwicklungsstadium noch aktiv durch 
das Gesichtsfeld bewegten, fanden 
sich in den Ausstrichen haufig auch 
sternartige Vereinigungen mehrerer 


Abb. la. 


Abb. la und b. Granuwobacter pectinovorum. Abklatschpriparat von Gewebebrei naBfauler 
Kartoffeln. Ungefiirbt. Hellfeldaufnahme. Vergr. a) 170-, b) 400fach. 
solcher Plectridien, die in ihrer Anordnung lebhaft an die von Srapp 
u. BoRTELS sowie von BRAUN u. ELROD niher beschriebenen ,,Sterne“ 
von Pseudomonas tumefaciens erinnerten, und von denen diese Autoren 
annehmen, daB es sich hierbei méglicherweise um einen Sexualvorgang 
handeln kénnte. 

Bei der weiteren Untersuchung ergab sich nun, da® diese sternartigen 
Zusammenschliisse mehrerer Plectridien wiederum nur Fragmente dar- 
stellten, die sich aus gréBeren girlandenartigen Zellverbanden losgelést 
hatten. Diese Girlanden, die durch die Abbildungen la und 1b wiederge- 
geben sind — wobei der Pfeil in Abb. 1a auf zwei isoliert liegende ,,Sterne“ 
zeigt — waren oft erheblich linger als 100 ~ und enthielten dann Hun- 
derte derartiger Plectridien. Die einzelnen Plectridien, die sich in solchen 
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Verbanden befanden, zeigten dabei stets die gleiche riumliche Orientie- 
rung, indem von den beiden Zellenden das nichtsporentragende stets nach 
innen zur Girlandenachse gerichtet und dort angeheftet war, wahrend 
das sporentragende Ende frei nach auBen ragte. 


Die Girlandenachse, um die sich die Plectridien wirtelformig grup- 
pierten und die den gesamten Zusammenhalt derartiger Zellverbinde 
ermoglichte, war meistens sehr diinn (im allgemeinen nur 0,5—1,0 1s 
es fanden sich jedoch vereinzelt auch Stellen, an denen der Durchmesser 
des feingranulierten Zentralfadens mehr als 10  betrug. 


Um festzustellen, ob Granulobacter pectinovorum die im Gewebebrei 
naBfauler Kartoffeln beobachteten Zellverbinde auch in kiinstlichen 
Nahrbéden zu bilden vermag, wurden Reinkulturen nach der von 
IMSENECKI angegebenen Methode angelegt. 

Dazu diente zunachst filtrierter Kartoffelsaft, aus dem weitere Abimpfungen auf 
verschiedene klarfiltrierte fliissige und feste Nahrbéden vorgenommen wurden, die 
unter anaeroben Bedingungen (Pyrogallolverschlu8 nach Burrt) gehalten und bei 
_ 30° C bebriitet wurden. In fast allen Nahrbéden (sie enthielten teils einen Zusatz 
- von Kartoffelsaft, teils handelte es sich um die iiblichen einfachen Universalnahr- 
béden) lieB Granulobacter pectinovorum sich leicht kultivieren, und meist setzte be- 
reits nach 24 Std lebhafte Gasbildung ein. 

Nach 2 Tagen begann im allgemeinen die Plectridienbildung, und 
Kulturen, die alter als 4 Tage waren, enthielten fast nur noch sporen- 
fiihrende Zellen und freie Sporen. Niemals lie8 sich jedoch in diesen 
kinstlichen — im Gegensatz zum Gewebe strukturlosen — Substraten 
eine Vereinigung mehrerer Plectridien zu ahnlichen sternartigen Ge- 
bilden oder gréBeren Zellverbinden, wie sie in na®faulen Kartoffeln 
auftraten, beobachten, die somit keine Vorbedingung fiir die Ausbildung 
von Sporen sind. 


Dieses unterschiedliche Verhalten von Granulobacter pectinovorum im 
Gewebe na®fauler Kartoffeln und bei Kultur in kiinstlichen Nahrbdden 
berechtigt daher wohl kaum zu der Annahme, da irgendwelche innere 
Ursachen die Vereinigung mehrerer Individuen zu den Zellverbaénden 
herbeifiihren. 

Bei fliichtiger Betrachtung kénnte man zwar geneigt sein, den stern- 
artigen Zusammenschlu8 mehrerer Plectridien als einen primitiven An- 
satz zur Sexualitat zu deuten, zumal auch Stapp u. BoRTELS sowie 
Braun u. Exrop in der von ihnen naher untersuchten Sternbildung von 
Pseudomonas tumefaciens einen Sexualvorgang vermuten. Im Gegensatz 
zu Granulobacter pectinovorum bildet aber Pseudomonas tumefaciens 
diese ,,Sterne’ auch bei Kultur in kinstlichen Nahrbéden, und man 
kann daher annehmen, daf bei dieser Bakterienart ein bestimmter 
Entwicklungszyklus vorliegt, bei dem innere Ursachen zur Stern- 


bildung fiihren. 
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Ferner konnte Stapp bei Anwendung der Feunteenschen Nuklealreaktion ein — 


eigentiimliches Verhalten der Kernsubstanz bei Pseudomonas tumefaciens wahrend 


der Sternbildung nachweisen: sobald sich die einzelnen schwairmenden Stabchen — 


zusammengelagert und vereinigt haben, sollen die ,,Kerne“ in jeder Einzelzelle zu- 
nichst in deren ,,Kopfteil‘‘ wandern, um dann zu einem einzigen zentral gelagerten 
gemeinsamen ,,Kern‘‘ zu verschmelzen. Dieser ,,Kern“ soll sich dann wieder diffe- 
renzieren, und jede Einzelzelle soll nach der Lockerung aus dem Sternverband 
stets nur einen einzelnen ,,Kern“ im ,,Kopfteil‘‘ enthalten, der schlieBlich zur Zell- 
mitte wandert und sich dann wieder teilt. 

Bei den eigenen Untersuchungen an Granulobacter pectinovorum lieB 
sich jedoch ein derartiger Zusammentritt der feulgenpositiven Substanz 
aus mehreren Einzelzellen zu einem gemeinsamen zentralen ,,Kern“ 
niemals beobachten; auch war die Lagerung der einzelnen Plectridien 
in den Zellverbinden nicht so eng, daB sich die Zellenden miteinander 
beriihrten, sondern es befand sich dort stets ein geringer Zwischenraum. 
Die feulgenpositiven Strukturen innerhalb der vegetativen und sporu- 
lierenden Zellen zeigten die gleiche Anordnung wie bei allen anderen 
bisher naher untersuchten sporenbildenden Bakterienarten, die 1937 


erstmalig von STILLE und in der Folgezeit tibereinstimmend von ver-— 


schiedenen Autoren beschrieben wurde. 
Fiir das Auftreten der girlandenartigen Zellverbande von Granulo- 


bacter pectinovorum im Gewebebrei naBfauler Kartoffeln scheinen ledig- | 


lich bestimmte auBere Bedingungen entscheidend zu sein. Bei dem 
zentralen Achsenfaden, der die gesamte Girlande durchzieht, handelt es 
sich nicht um ein Ausscheidungsprodukt der Bakterienzellen, sondern 
allem Anschein nach um gallertartige Restsubstanzen der durch die 
Tatigkeit der Bakterien in Auflésung begriffenen Zellmembranen der 
Kartoffelknolle, Die Bakterien kénnen dann noch einige Zeit lang mit 
dem einen Zellende in dieser Gallerte verankert bleiben, wahrend die 
Sporen stets an dem nach auBen gerichteten Zellende entstehen. Mit fort- 
schreitender Zersetzung des Achsenfadens zerfiallt dann schlieBlich der 
gesamte Zellverband und die einzelnen Plectridien werden frei; hieraus 
erklairt es sich auch, da in dem restlos zersetzten Gewebebrei naBfauler 
Kartoffelknollen nur noch voneinander getrennte Plectridien und freie 
Sporen, aber keine girlandenartigen Zellverbinde von Granulobacter 
pectinovorum mehr anzutreffen sind, Es ist in diesem Zusammenhang be- 
merkenswert, dafB R.Mnynr ganz kurz die ,,scheinbare Sternbildung“ 
beim anaeroben Cellulosezersetzer erwihnt (dazu Abb. 7, 8. 261), die um 
sehr kleine Cellulosetriimmer erfolgt. 


Zusammenfassung. 


In naBfaulen Kartoffeln wurden oft sehr lange girlandenartige An- 
einanderreihungen der Zellen von Granulobacter pectinovorum beobachtet, 
wobei das sporenfiihrende Zellende stets senkrecht von der Achse 


—_— 
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weggerichtet war. Kleinere Fragmente, die sich ebenfalls fanden, glichen 
Sternformen. Auf kiinstlichen Nahrbéden traten diese Formen nicht auf, 
die somit keine Vorbedingung fiir die Sporenbildung darstellen. Eine 
Deutung als Sexualakt wird fiir den vorliegenden Fall abgelehnt. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Marburg a. d. L.) 


Anfiirbung, Schidigung und Abtétung von Hefezellen 
durch Acridinorange*. 
Von 


HANS JOACHIM BOGEN. 
Mit 7 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 6. September 1952.) 


Bei anderweitigen Untersuchungen tiber Beziehungen zwischen Stoff- 
wechsel und Stoffaufnahme hatte sich die Notwendigkeit ergeben, an 
wachsenden Hefe-Kulturen fortlaufend Vitalitaétskontrollen durchzu- 
fiihren. Hierzu hatten wir uns der von STRUGGER ausgearbeiteten und 
in einer Reihe von Veréffentlichungen beschriebenen Acridinorange- 
Methode bedient. 


Diese soll bekanntlich die sichere Unterscheidung lebender und toter Zellen er- 
moglichen: bereits nach kurzer Behandlung mit verdiinnten Acridinorange-(AO-) 
Lésungen zeigen sich unter dem Fluorescenzmikroskop tote Zellen als rotfluoro- 
chromiert, wahrend lebende Zellen griin fluorescieren. Diese Beobachtungen treffen 
insbesondere auch fiir Hefezellen zu, wie in den Arbeiten von STRUGGER (1944) 
und Koénpet (1947) ausdriicklich betont wird. 


Die eigene Anwendung der Methode erbrachte einige auffallende 
Effekte, die nur unter der Annahme verstiindlich waren, daB bei be- 
stimmten Bedingungen jede lebende Hefezelle rotfluorochro- 
mierbar ist, und daB das Acridinorange schiadlich, ja tédlich wirken 
kann. Diese abweichenden Befunde veranlaBten uns, der Fluorochro- 
mierung von Hefezellen eine besondere Studie zu widmen. Hierbei 
mute naturgemif das Schwergewicht auf die Untersuchung reiner 
Stiimme (aus Hinzell-Kulturen) gelegt werden. Um jedoch unsere Er- 
gebnisse mit denen von STRUGGER besser vergleichen zu kénnen, haben 
wir eine Reihe von Versuchen ebenfalls mit gew6hnlicher PreBhefe aus- 
gefiihrt. Diese kénnen fiir die eigentliche Analyse des Fiirbevorganges 
lediglich provisorischen Charakter haben; da sie indessen bereits eine 
Stellungnahme zu StrueccErs Theorie der AO-Farbung erméglichen, 
haben wir sie in der vorliegenden Mitteilung zusammengefaBt. 


I. Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 
1, Fluorochrom: Acridinorange (standard., Hollborn u. Séhne), gelést in Lei- 
tungswasser, doppelt dest. Wasser (davon lmal iiber Quarz), 3fach dest. Wasser 
(davon 2mal iiber Quarz) oder Phosphatpuffer py 7,2. Konzentrationen von 1:100 


bis 1: 1000000 = 10-2 bis 10~® g/ml. Mit den verschiedenen Farbbidern wurden 
gleichlautende Ergebnisse erhalten. 


* Orro RENNER zum 70. Geburtstage gewidmet. 
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2. Versuchsmaterial: Kaufliche Bdckerhefe, jeweils frisch vom Handler be- 
zogen und héchstens 4 Tage im Kiihlschrank bei + 2° © gelagert. 


3. Stammsuspensionen: A (fiir Verdiinnungsreihen): 1 g Hefe auf 2,5 ml 
Wasser; B (fiir Kulturversuche): 1 g Hefe auf 100 ml sterilisiertes aq. bidest. 


4. Verdiinnungsreihen: 1:1 =1ml Hefesuspension A + 1 ml AO-Lésung 
1:5000; 1:2 = 1 ml Hefesuspension A + 1 ml aq. bidest. gemischt. Davon 1 ml 
abpipettiert fiir die nichste Verdiinnungsstufe (1:4), der Rest mit 1 ml AO-Lésung 
1:5000 versetzt. Im gleichen Verfahren wurden weitere Verdiinnungsstufen 1:4, 
1:8, 1:16...1:8000 hergestellt. In diesen Stufen liegen die Suspensionsdichten 
zwischen 2,5 x 10® (1:1) und 320 Zellen/mm? (1:8000). Die Farbstoffkonzen- 
tration betrug jedesmal 1:10000, wahrend die Zahl der je Zelle vorhandenen Farb- 
stoffmolekeln von 10° auf 7 - 101 anstieg. 


5. Kulturversuche: In Ertenmeyer-Kolben 500 ml mit jeweils 200 ml 
sterilisierter Nahrlésung nach Scuorrer: 0,5 g MgSO, (Merckx p. a.), 1,5 g KH,PO, 
(Merck p.a.), 1 g Asparagin (MeRcK, ohne Angabe des Reinheitsgrades), 50 g 
Glucose (Dextropur handelsiiblich) in 1 1 aq. bidest. Diese Kolben wurden mit je 
10 ml der Suspension B beimpft. Die Suspensionsdichte betrug dann zu Ver- 
suchsbeginn etwa 8000 Zellen/mm*. Die Kulturen wurden vollstandig AO-frei an- 
gezogen oder 8 Std nach dem Impfen mit 2 ml, 0,67 ml, 0,2 ml oder 0,07 ml einer 
AO-Lésung 1:100 versetzt. Die resultierende AO-Konzentration war dann 1:10000, 
1 : 30000, 1 : 100000 und 1 : 300000. 


Fir Lichtversuche erhielten die Kolben Licht von einer 300-Watt-Lampe 
(mittlere Beleuchtungsstarke 700—800 Lux), waihrend Dunkelversuche im ver- 
dunkelten Raum durchgefiihrt wurden, wozu die Kolben auf der AuBenseite noch 
mit Asphaltlack bestrichen worden waren. Lediglich zur Entnahme von Proben 
wurde eine sehr schwache rote Birne eingeschaltet. 

Bei belifteten Kulturen wurde in die Kolben ein lebhafter Strom watte- 
gefilterter Luft eingeleitet ; ferner wurden die Kolben in einen fiir WarBuRG-GefaBe 
bestimmten Thermostaten bzw. eine Anzuchtanlage (nach Prrson, Trony u. WIL- 
HELMI 1951) eingesetzt und mit einer Frequenz von etwa 120 min und einer Ampli- 
tude von 10 cm horizontal geschiittelt. Dadurch konnte ein Sedimentieren der 
Hefezellen weitgehend verhindert werden. Bei unbeliifteten Kulturen dagegen 
wurden die Kolben mit Wattestopfen verschlossen und unbewegt im Luftthermo- 
staten gehalten. Versuchstemperatur in beiden Fallen 20° C. 


6. Messung der Substanzproduktion: 4 Tage alte, nach (5) vorgezogene 
Suspensionen wurden 12 min bei 5000 U/min zentrifugiert, das Sediment im 
Trockenschrank bei 99° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 


7. Messung der Suspensionsdichte mit der THoma-Zahlkammer im Hell- 
feld. Die Messungen erforderten sehr viele Einzelzihlungen; die Hefezellen sedi- 
mentieren so schnell, daB innerhalb der Pipette (1 ml), mit der die auszuzihlenden 
Proben entnommen wurden, bereits nach wenigen Sekunden Differenzen in der 
Dichte auftraten. Es muBte daher fiir eine ,,exerziermaBige‘‘ Entnahme und Uber- 
tragung der Proben Sorge getragen werden. Insbesondere muBte die Pipette jedes- 
mal bis zur gleichen Marke gefiillt und der Tropfen nach genau der gleichen Se- 
kundenzahl aufgebracht werden. Selbst bei Beachtung dieser und anderer Vor- 
sichtsmaBregeln muBten von jedem Praparat mindestens 10 Areale (meist 16 Klein- 
* quadrate) durchgezahlt und von jeder Probe mindestens 4 Praparate angefertigt 
werden. Der mittlere Fehler konnte dadurch bei + 4% des Mittelwertes gehalten 
werden. 

8. Kontrolle der Fluorescenz mit dem W1InkEL-ZEIss-Standardmikroskop. 
Dieses stand auf einem Untersatz, wie er fiir Mikroprojektion verwendet wird. 
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Als Lichtquelle diente dabei eine Bogenlampe. Es wurde mit blauem Erregerlicht 
gearbeitet (CuSO,-Filter und Blaufilter BG 1, 2mm dick, Schott u. Gen.). Als Oku- 


larsperrfilter dienten die Orangefilter OG 1 bzw. OG 4 (Schott u. Gen.). Normale — 


Objekttrager, sehr diinne Deckglaser 18 x 24 mm. Um die Auszahlung der rot- 
und griinfluorochromierten Zellen zu erleichtern, wurde ein Okular benutzt, dessen 


ote 


Blickfeld in 4 ungleich groBe Bezirke unterteilt war. Die Verwendung von THOMA- — 


Zahlkammern war nicht méglich, weil diese wegen ihrer Dicke zuviel Erregerlicht 
absorbieren. 


9. Abtéten von Hefesuspensionen auf dem Wasserbad, 15 min bei min- 
destens 95° C. 
10. Bestimmung der Aminosauren. Untersucht wurden 3 Fraktionen: 


1. Die nach Abzentrifugieren der Hefe iiberstehende Fliissigkeit; 2. die freien 
Aminosauren der abzentrifugierten Hefe (nach 24stiindigem Trocknen bei 75° C, 
Zerreiben mit feinstem Seesand und Extrahieren mit 759% Alkohol); 3. die Amino- 
sauren der EiweiBbestandteile (nach 24stiindigem Hydrolysieren des Extraktions- 
riickstandes von (2) mit 20° HCl). 


Alle drei Fraktionen wurden jeweils zur Trockne eingedampft und mit wenigen 
Tropfen Wasser aufgenommen. Aufgetragen auf WHatTMAN-Papier Nr. 1. Zwei- 
dimensionale Chromatogramme mit Butanol-Eisessig bzw. ,,Collidin“, absteigend. 


Alle Versuche wurden mindestens 4mal wiederholt, in kritischen Fallen (z. B. 
Versuche 3 und 8) bis zu 40mal. 


B. Versuchsergebnisse. 


Die zur Vereinfachung des Ausdruckes im Text gebrauchten Bezeichnungen 
,,rot- bzw. griinfluorochromierte Zelle“ oder ,,Rot- bzw. Griinfluorescenz der Zelle* 
beziehen sich, soweit nicht ausdriicklich anders vermerkt, auf die Fluorescenzfarbe 
des Plasmas dieser Zellen. 


1. Die Abhiingigkeit der Fluorescenzfarbe 


von der Suspensionsdichte. 


Nach STRUGGER geniigt es, in einigen Millilitern AO-Lésung (1 : 10000) 
mit Hilfe einer Impfose eine geringe Menge PreBhefe so zu verteilen, daB 
eine leichte Triibung entsteht. Dadurch wird der FarbstoffiiberschuB 
erreicht, der zur Erzielung gleichmaBiger Werte unerlaiBlich ist. Wenn 
man als Versuchsmaterial ausschlieBlich feste PreBhefe verwendet, ge- 
lingt es bei gleichmaBiger Manipulation sehr bald, reproduzierbare 
Farbeergebnisse zu bekommen. Arbeitet man jedoch mit wachsenden 
Hefekulturen, so steigt in diesen die Suspensionsdichte fortlaufend an, 
wihrend (bei gleichbleibender Farbstoffkonzentration in der Suspension) 
die Zahl der Farbstoffmolekeln je Zelle abnimmt. In diesen Fiillen laBt 
die bloBe Angabe der Farbstoffkonzentration (z. B. 1: 10000) nicht er- 
kennen, ob der erforderliche FarbstoffiiberschuB immer erreicht ist. Es 
muBten daher zunichst die Fiarbeergebnisse bei verschiedenen 
Suspensionsdichten erfaBt werden, um daraus abzuleiten, wann 
Farbstoffiiberschu8 und wann Farbstoffmangel vorliegt. 
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a) Versuche mit abgetoteten Hefezellen. 


Versuch 1. Die Ausgangssuspension A (1 g Hefe auf 2,5 ml aq. bidest., vgl. 
8.171) wurde auf dem Wasserbade abgetétet. Hieraus Verdiinnungsstufen 1:1 bis 
1:8000. Die Farbung wurde jeweils 10 min und 1 Std nach Zugabe der AO-Lésung 
kontrolliert. 


Das Ergebnis zeigt Tab. 1. Danach kénnen also tote Zellen in allen 
Farbténen von Hellgriin bis Kupferrot fluorochromiert werden. Rot- 
fluorescenz tritt jedoch erst auf von der Verdiinnungsstufe 1:64 an 


Tabelle 1. Anfarbung verschieden dichter Suspensionen abgetiteter Hefezellen in 
Acridinorange-Lésung 1:10000. 


Verdtinnung Fluorescenz nach 10 min Fluorescenz nach 1 Std 

1:1 100% leuchtend griin 100% leuchtend griin 
1:2 100% leuchtend hellgriin 100% leuchtend hellgriin 
1:4 fast 100% gelbgriin, daneben 

vereinzelt (0,1—0,2%) braun- 

rote Zellen 100% gelbgriin 
1:8 10% hellgriin, 80% gelbbraun, 

10% braunrot 100% griinlich-gelbbraun 
fe 1G 1% griinlich, 99% gelbbraun 100% gelbbraun 
i232 100% (braun-) rot 100%. (braun-) rot 
1:64 100% .,gleiBend kupferrot‘‘ 100% ,,gleiBend kupferrot‘ 
1:128 bis 1:8000; 100% ,,gleiBend kupferrot* 100% ,,gleiBend kupferrot* 


(4-104 Zellen/mm*; das entspricht einer Zahl von 6-109 Farbstoff- 
molekeln je Zelle); eine weitere Verdiinnung der Suspension (Erhohung 
der Zahl der Farbstoffmolekeln je Zelle) éndert nichts mehr am Farbe- 
ergebnis. Bei héheren Suspensionsdichten, z. B. 1: 4, wird statt dessen 
Griinfluorescenz beobachtet. Sie beruht offenbar auf Farbstoffmangel, 
weil der Farbstoffgehalt der AO-Lésung 1: 10000 nicht ausreicht, um 
die Zellen rot auszufairben. Damit wird die Berechtigung der Forderung 
von STRUGGER unterstrichen, da zur Erzielung einer maximalen An- 
firbung im UberschuB gefarbt werden muB. Hin solcher liegt bei Ver- 
wendung von AO 1: 10000 erst bei einer Suspensionsdichte von 4: 10* 
Zellen/mm? vor. 

Nach Istiindiger Farbedauer sind alle Zellen einer Suspension ein- 
heitlich gefirbt, entweder hellgriin (1:2) oder kupferrot (1:64 und 
stirkere Verdiinnungen) oder in Zwischenfarben. Dieser Befund ist be- 
deutungsvoll, weil er an toten Zellen regelmaBig sowohl bei Farbstoff- 
iiberschuB als auch -mangel auftritt, an lebenden Zellen aber nur bei 


FarbstoffiiberschuB. 
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10 min Fiarbedauer geniigen nicht, um diese einheitliche Farbung zu 


erzielen. Hier treten zunichst nebeneinander stirker (braun bzw. 


rot) und ungeniigend (gelbbraun oder gelbgriin) gefarbte Zellen auf. 


Das ist wohl zwanglos damit zu erkliren, daB bei Farbstoffmangel die 
von der zugegebenen Farbstofflésung zuerst erreichten Zellen anfanglich 
den Farbstoff an sich reiBen und ihr ,,Zuviel’‘ an Farbstoff erst allmahlich 
an die unterfairbten Zellen abgeben. 

Als Hinweis fiir die Richtigkeit dieser Vermutung kann Versuch 2 
gelten. 

Versuch 2. Je 1 ml der 1 Std lang durchgefarbten Suspensionen 1:1 (100% 
hellgriin) und 1:32 (100% braunrot) werden gemischt. Unmittelbar danach be- 
obachtet, zeigt das Praparat etwa 3% rotgefirbte Zellen. Nach 10 min sind diese 
braunlichgriin geworden, und erst nach weiteren 10—15 min erscheinen sie ebenso 
hellgriin wie die umgebenden 97% der Zellen. Nunmehr ist der Farbstoff gleich- 
mafig tiber alle Zellen verteilt. 

Nach dem Ausfall dieser Versuche besitzen tote Zellen untereinander 
das gleiche Farbstoffbindungsvermégen. FarbstoffiiberschuB und 
damit Rotfluorescenz ist in einer AO-Lésung 1:10000 nur bis zu 
einer Suspensionsdichte von 40000 Zellen/mm* zu _ ver- 
zeichnen. 


b) Versuche mit lebenden Hefezellen. 


Versuch 3. Ganz analog zu Versuch 1 wurden nun entsprechende Suspensionen 
von lebenden Hefezellen hergestellt, angefairbt und nach 10 min, 1, 8 und 24 Std 
kontrolliert. 

Nach 10 min Farbung. In den sehr dichten Suspensionen (1: 1 
bis 1: 8) entspricht das Bild vollkommen den Ergebnissen StTRUGGERs: 
etwa 99% der Zellen zeigen eine schwache Rotfluorescenz der Membran, 
deutliche Griinfluorescenz des Cytoplasmas und (etwas gelblicher) des 
Zellkernes, wiihrend die Vacuolen farblos, gleichmaBig griin oder gleich- 
mifsig rot erscheinen oder in ungefiirbter Grundsubstanz rotgefirbte 
KinschluBkérper aufweisen. Daneben treten 0,5—1°%% (Mittelwert 0,7% 
der Zellen mit kupferroter Plasmafluorescenz auf. Diese Zellen lassen 


nH . ee . : A : 
zunichst neben der weniger kriftig fluorescierenden Vacuole noch diffus— 


gefirbtes Plasma erkennen; nach weiteren 10 min dagegen erscheint 
das Plasma inhomogen, ,,destruiert“. 

In den Suspensionen 1: 16 (160000 Zellen/mm*) dagegen sind bereits 
19%, rotfluorochromierte Zellen zu finden. Auch diese sehen zunichst 
vollig normal aus und unterscheiden sich von den iibrigen allein durch 
die Fluorescenzfarbe. Nach etwa 15 min koaguliert das Plasma, unter 
gleichzeitiger Aufhebung des Turgors und Schrumpfung der Zelle. 

Ist die Suspensionsdichte noch geringer (1 : 32 bis 1 : 8000), so erhéht 
sich der Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen auf 45—63, wobei die 
Werte sehr stark streuen. 


—— 
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Nach 1 stiindiger Farbung ist die Rotfluorescenz der Membranen 
nicht mehr sichtbar. In den Suspensionen 1: 1 bis 1 : 32 haben sich die 
Prozentzahlen rotfluorochromierter Zellen nicht merklich verandert, 
dagegen liegen in 1 : 64 bis 1 : 8000 nunmehr zwischen 76 und 83 % rot- 
gefarbter Zellen vor, simtlich mit koaguliertem Plasma. Auch diese 
Werte streuen sehr stark. 

Diese starke Streuung konnte auch durch iiber 40 fache Wiederholung (mit vielen 
hundert Einzel-Auszihlungen) nicht beseitigt werden. Die dichteren Suspensionen 
lieferten dagegen auch in kiirzerer Zeit sehr gleichmaBige Werte. 

Nach 8- und 24-stiindiger Fairbung sind die Prozentsitze rot- 
fluorochromierter Zellen: 


Verdimnung 1 2 4 8 16 32 64 128 250 500 1000 2000 4000 8000 
% Rotfl. 0,7 1,2 2,8 8,5 25 53 75 99,5 99,5 99,5 100 100 100 100 


Nunmehr streuen die Zahlen nicht mehr, sondern weisen einen mittleren 

Fehler von + 4% des Mittelwertes auf. 

_ Die gesamten Ergebnisse sind in Abb. 1 graphisch dargestellt, wobei 
‘die identischen 8- und 24 Std-Kurven zusammengefaBt sind. Auf der 

Ordinate wurden die Prozentsitze rotfluorochromierter Zellen auf- 


| @und 24 Std. | 


8 
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Abb. 1. Abhiingigkeit des Prozentsatzes rotfluorochromierter Zellen (Ordinate) von der Verdiin- 
nungsstufe bzw. der Suspensionsdichte (Zahl der Zellen/mm*). o—o nach 10 min, CJ—O) nach 1 Std, 
A—A nach 8 bzw. 24 Std Anfarbezeit. 


getragen, auf der Abszisse die Verdiinnungszahlen im geometrischen 
Ma&stabe. Damit soll veranschaulicht werden, da8 die Prozentsatze mit 
wachsender Verdtinnung ansteigen. 

Der Kurvenverlauf erlaubt, drei Feststellungen zu treffen: 1. Durch 
starkere Verdiinnung der Hefesuspension kann der Prozentsatz rot- 
fluorochromierter Zellen von urspriinglich < 1 bis auf 63 (nach 10 min) 
bzw. auf 100 (nach 8 Std) erhéht werden. Grundsitzlich ist also jede 
Hefezelle einer frischen Suspension rotfluorochromierbar. 
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2. Um einen méglichst hohen Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen 
zu erhalten, geniigt es nicht, 10 min oder auch nur 1 Std zu farben; zur 
vollen Ausfirbung ist die Einwirkung des Farbstoffes iber mehrere 
Stunden erforderlich. 


3. Rotfluorescenz bei 100% der Zellen tritt zum ersten Male in der 
Verdiinnungsstufe 1 : 128 (20000 Zellen/mm*) ein. Wir diirfen annehmen, 
daB erst hier ein realer FarbstoffiiberschuB vorliegt; in héheren Sus- 
pensionsdichten steht der Zelle nicht ausreichend Farbstoff zur Ver- 
fiigung. Wie die tote Hefezelle, so kann auch die lebende Zelle nur bei 
FarbstoffiiberschuB rotfluorochromiert werden; die Griinfluorescenz ist 
also auch hier ein Anzeichen fiir Unterfarbung. 


Im Vergleich mit der Fairbung an toten Hefezellen sind 
folgvende Punkte bemerkenswert: 


Ubereinstimmung besteht darin, daB lebende Zellen genau wie 
tote griin oder rot fluorochromierbar sind. Es liegt im Belieben des 
Experimentators, tote Zellen griin und lebende rot zu farben; die Fluo- 
rescenzfarbe hingt wesentlich ab von der Suspensionsdichte bzw. der 
je Hefezelle gebotenen Farbstoffmenge. 


Unterschiede zeigen sich in 3 Effekten: 


1. Die Anfarbung der lebenden Zellen ist erheblich verzégert (4 bis 
8 Std gegeniiber 10 min). 


2. Hundertprozentige Rotfluorescenz tritt bei toten Zellen in der 
Suspension 1 : 64 ein, d.h. bei 40000 Zellen/mm* = 6 - 10° Farbstoff- 
molekeln/Zelle, bei lebenden Zellen erst in der stiirkeren Verdiinnung 
1 : 128 (20000 Zellen/mm’ = 1,2 - 101° Molekeln/Zelle). 

Beide Tatsachen, die schwachere Anfairbung und ihr verzégertes Auftreten, 
sprechen zunachst fiir ein geringeres Farbstoffbindungsvermégen lebender Zellen 


im Sinne von STRUGGER; sie kGnnen jedoch auch durch die Semipermeabilitat der 
Grenzschichten bedingt sein. Vgl. hierzu Versuch 4 und 6. 


3. Tote Hefezellen einer Suspension fluorescieren in der gleichen 
Farbe (entweder alle griin oder gelbgriin oder rot, je nach der Suspen- 
sionsdichte). Bei Suspensionen lebender Zellen ist das nur in den ge- 
ringen Suspensionsdichten (1: 128 und stirker verdiinnt) der Fall: hier 
sind alle Zellen einheitlich rot gefiirbt (nach 8 Std). Bei den héheren 
Dichten jedoch, d.h. bei Farbstoffmangel, werden in ein und der- 
selben Suspension verschiedene Fluorescenzfarben nebeneinander 
beobachtet. Es darf daher angenommen werden, daB lebende Hefezellen 
das AO in wechselndem Ausmafe aufnehmen. Dies hat eine Konkurrenz 
um die vorhandenen Farbstoffmolekeln zur Folge, die sich bei Farbstoff- 
mangel in einer stirkeren Anfirbung bzw. Rotfirbung derjenigen 
Zellen auswirkt, deren Farbstoffbindungsvermégen am gréBten ist. Bei 
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FarbstoffiiberschuB jedoch sind die Differenzen im Bindungsvermégen 
bzw. in der Permeabilitat ohne Bedeutung. 

Uber die Ursachen dieser Differenzen kénnen wir vorerst keine zufriedenstellen- 
den Angaben machen. Vor allem ist noch nicht zu iibersehen, ob es sich allein um 
physiologische Variabilitat handelt, ob ,,vegetative Mutationen“ bzw. Segregationen 
auftreten, wie sie Epurusst u. Mitarb. in Gegenwart von Acridinderivaten be- 
obachtet haben, oder ob der Farbumschlag griin > rot als Trefferreaktion gedeutet 
werden kann. Letzteres wird gegenwirtig an reinen Stémmen experimentell gepriift. 


Aus den bisherigen Versuchen wird deutlich, da8 bei Farbstoffmangel 

von den lebenden Zellen nur diejenigen rotfluorochromierbar sind, deren 
Farbstoffbindungsvermégen besonders gro8 ist, bei Farbstoffiiber- 
schu8 hingegen jede Zelle, sowohl tot wie lebend. FarbstoffiiberschuB 
liegt in einer AO-Lésung 1 : 10000 nur bei héchstens 20000 Zellen/mm? 
vor. Die Rotfluorescenz lebender Zellen hangt also von wenigstens 
2 Faktoren ab: einem physikalischen, nimlich der Suspensionsdichte, 
und einem physiologischen, dem Farbstoffbindungsvermégen. Sie tritt 
keinesfalls ausschlieBlich bei toten Zellen auf. Bevor wir uns jedoch der 
Frage zuwenden, ob der Lebenszustand tiberhaupt die Fluorescenzfarbe 
beeinfluBt, seien noch einige Versuche angefiihrt, die der weiteren Ana- 
lyse der soeben genannten Faktoren gelten. 


2. Die Abhingigkeit der Fluorescenzfarbe 
von der Farbstoffkonzentration. 


Die beobachtete Abhingigkeit der Fluorescenzfarbe von der Suspen- 
‘sionsdichte darf nicht so verstanden werden, als ob lediglich die Zahl 
der AO-Molekeln, die einer Zelle zur Verfiigung stehen, die Rot- oder 
Griinfluorescenz bestimmt, d.h. als ob es geniige, an Stelle der AO- 
Konzentration (z.B. 1: 10000) die bloBe Zahl der AO-Molekeln je 
Zelle anzugeben, um die Farbebedingungen eindeutig zu definieren. 
Wenn nimlich die Rotfluorescenz allein bei einer bestimmten Zahl von 
AO-Molekeln/Zelle eintrite, so wiirde es gleichgiiltig sein, ob diese Zahl 
bei geringer Suspensionsdichte und geringer Farbstoff,,konzentration” 
oder bei héherer Suspensionsdichte und stirkerer AO-Konzentration im 
Farbbade erreicht wird: in beiden Fallen wiirde bei gleicher Molekelzahl 
je Zelle der gleiche Farbeeffekt eintreten miissen. Wie der nachstehend 
beschriebene Versuch beweist, ist das nicht der Fall. 

Es wurde wiederum mit frischer PreBhefe gearbeitet, d.h. mit Zellen, die an 
Nahrstoffen verarmt und daher in dieser Hinsicht ziemlich gleichwertig waren. 


Versuch 4. Drei Verdiinnungsreihen frischer PreBhefe analog Versuch 1. Es 
wurden jedoch verschieden konzentrierte AO-Losungen zugesetzt: auBer wie bisher 
1:10000 auch 1:4000 und 1:40000. Jeweils 10 min, 1 Std und 2 Std nach Farb- 
stoffzugabe wurden die Prozentsatze rotfluorochromierter Zellen ausgezahlt, ferner 
wurde die Suspensionsdichte nachbestimmt und hieraus die Zahl der jeder Zelle 
gebotenen Farbstoffmolekeln berechnet. 
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Es scheint nicht erforderlich, das Ergebnis ausfiihrlich graphisch wiederzugeben; 
wir legen statt dessen in Tab. 2 nur die Zahlen vor, die aus drei Suspensionen mit 
verschiedenen Suspensionsdichten und verschiedener AO-Konzentration im Farbbad, 
aber bei annaihernd gleicher Zahl der Farbstoffmolekeln je Zelle erhalten wurden, 


Tabelle 2. Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen bei gleicher Molekelzahl je Zelle, 
aber verschiedener Suspensionsdichte. 


AO-Konzentration AO-Molekeln Prozent rotfluorochr, 


Susp.-Dichte 


im Farbbad je Zelle nach 2 Std Farbung- 
1:4000 62000/mm? vo lO" 91 
1:10000 27500/mm?* 1,65 - 10° Ti. 
1:40000 7800/mm?* 1,46 - 10° 22 ‘ 


Der Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen fallt also sehr verschieden 
hoch aus. Ob Rot- oder Griinfluorescenz eintritt, wird nicht allein durch 
dié Zah1 der AO-Molekeln bestimmt, die der Zelle zur Verfiigung stehen, 
sondern auch von der Konzentration, in der diese der Zelle geboten 
werden. So wenig daher die bloBe Angabe der Konzentration im Farb- 
bade (z. B. 1 : 10000) geniigt, um bindende Voraussagen iiber die Fiarbe- 
moglichkeiten zu machen, so wenig darf sie ersetzt werden durch die 
bloBe Zahl der Farbmolekeln. Vielmehr sind beide Angaben zusammen 
erforderlich, denn die Menge aufgenommenen Farbstoffes wird um so 
gréBer, je hoher die Konzentration ist. Farbeergebnisse bei gleicher 
AO-Konzentration sind nur dann vergleichbar, wenn die Suspensions- 
dichte gleichgroB ist; umgekehrt sind Farbungen bei gleicher Suspen- 
sionsdichte nur dann vergleichbar, wenn auch die Farbstoffkonzentration 
dieselbe ist. 

Eine Erklarung fiir dieses Verhalten ist auf verschiedenen Wegen méglich. Zu- 
nichst kann ein rein physikalischer Faktor vorliegen, etwa daB in geringen Sus- 
pensionsdichten und niedrigen Farbstoffkonzentrationen die Diffusionswege gréBer 
sind als bei h6heren Dichten und Konzentrationen. Hier wird sich vielleicht durch 
Schiittelversuche wenigstens teilweise Abhilfe schaffen lassen. Ahnlich kénnte eine 
Modifizierung des Farbeergebnisses zustande kommen, wenn bestimmte Substanzen, 
die die Zellen in die Suspensionsfliissigkeit abgeben, und die bei der Anfarbung 
eine Rolle spielen, bei geringer Suspensionsdichte unter einen gewissen Schwellen- 
wert verdiinnt werden. SchlieBlich kénnen die Versuchsergebnisse auch fiir die 
Mitwirkung eines Permeabilitatseffektes sprechen, weil die aufgenommene Farb- 
stoffmenge um so héher ausfallt, je stirker die AO-Konzentration in der AuBen- 
lésung ist. Diese Fragen sollen jedoch im Rahmen der vorliegenden Mitteilung 
nicht diskutiert werden, weil sie mit Versuchen an einem so heterogenen Gemisch, 
wie es die PreBhefe darstellt, keinesfalls gelést werden kénnen. 


3. Die Abhingigkeit der Fluorescenzfarbe von physiologischen 
Faktoren. 
a) Das Farbstoffbindungsvermégen. 
Da in den dichtesten Suspensionen lebender Zellen (1:1 bis 1: 4) 
1—3% rot fluorescieren, wihrend die gleichdichten Suspensionen toter 
Zellen 100%, Griinfluorescenz zeigen, ist das Farbstoff bindungsvermégen 
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dieser rotfluorochromierten Zellen scheinbar héher als das der toten. 
Die nachstehend beschriebenen Entfairbungsversuche (Versuch 5 und 6) 
beweisen jedoch, da ihr AO-Bindungsvermégen nur relativ zu dem 
der griinfluorochromierten der gleichen Suspension gréBer ist. 


Versuch 5. Kine frische Hefesuspension 1:1 (AO-Konzentration 1: 10000) zeigt 

nach | Std, entsprechend dem Kurvenverlauf in Abb. 1, knapp 1°%, rotfluorochro- 
“mierte Zellen. Die Suspension wurde auf dem Wasserbad erhitzt, bis alle Zellen ab- 
gestorben waren. 

Bei einer neuerlichen mikroskopischen Kontrolle waren nunmehr alle 
Zellen griinfluorochromiert. 

Durch die Abtétung ist das AO-Bindungsvermégen der urspriinglich 

-griingefarbten Zellen so viel gréBer geworden, daf sie den rotgefiairbten 
das AO gréBtenteils (d.h. bis diese gleichfalls griin fluorescieren) ent- 
reiBen k6nnen. 

Dieses Farbeergebnis widerspricht der Annahme, daB8 alle lebenden Zellen griin- 
gefarbt sind und nach Abtétung rot fluoreszieren; es bestatigt aber die oben ver- 
tretene Anschauung, daB die Griinfluoreszenz lebender wie toter Zellen ein Farb- 

‘ stoffmangeleffekt ist. 

Versuch 6. Eine frische Suspension, diesmal von der Verdtinnungs- 
stufe 1: 4, wurde geteilt. Die eine Halfte wurde im Wasserbad abgetotet 
und ungefarbt verwendet; die andere wurde mit AO 1: 10000 an- 
gefarbt und zeigte wieder 99% griin- und 1% rotfluorochromierte Zellen. 

Im Gemisch beider Suspensionen fluorescieren nach 20 min die toten 
Zellen (u. a. daran zu erkennen, dafB sie infolge des Turgescenzverlustes 
kleiner waren) hell gelbgriin, wahrend die lebenden Zellen fast vollig 
entfarbt sind. Da keine einzige rotfluorochromierte Zelle mehr zu finden 
ist, betrifft die Entfairbung auch die roten Zellen. Hier entreiBen die 
toten Zellen der lebenden Suspension — auch den rotfluorochromierten ! 
— nahezu allen Farbstoff und erweisen damit eindringlich ihr ver- 
starktes Farbstoffbindungsvermogen. 


b) Die Fluorochromierung sprossender Hefezellen. 

Die nachstehend beschriebenen Versuche wurden, im Gegensatz zu 
bisher, an wachsenden Hefekulturen durchgefihrt. Ihr Ziel war, 
in fortlaufend (in 8- bzw. 16stiindigen Abstaénden) entnommenen Proben 
die Zunahme der Zellzahl zu kontrollieren und zu priifen, ob dieser die 
Abnahme des Prozentsatzes rotfluorochromierter Zellen parallel ver- 
lauft, oder ob Abweichungen auftreten, die zu den gegentiber ruhender 
PreBhefe verinderten physiologischen Bedingungen in Beziehung ge- 
bracht werden k6nnen. 


x) Beliiftete und bewegte Kulturen. 


Versuch 7. Nach den im methodischen Teil (Abschnitt 5) niedergelegten An- 
gaben wurden AO-freie Kulturen in Scnorrer-Nahrlésung unter Beliiftung und 
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am Licht angezogen. Die Suspensionsdichte betrug zu Versuchsbeginn 8000 Zel- 
len/mm? und stieg im Verlaufe von 3 Tagen auf etwa 100000/mm® an. 

Das in Abb. 2 dargestellte Ergebnis scheint zunachst den Erwartungen 
aus den Verdiinnungsversuchen zu entsprechen: Zu Versuchsbeginn, 
d.h. bei geringer Dichte, ist der Prozentsatz hoch (nach 10 min An- 
fiirbung), im Mittel 60%; gegen das Versuchsende, wenn die Dichte 
erheblich zugenommen hat, fallt er bestiindig ab bis auf einen konstanten 
Endwert von 9%. 


x 10.000 Zellen/mm? 
70 


Ss 


Suspensionsdichte 
( 


== 


8 


Prozentsatz rotfuorochromierter Zellen 


8 


SS 


8 


i) 


0 8 6 oY 32 40 Sol 56 64 Std. 72 


Versuchsdaver 
Abb. 2. Zunahme der Suspensionsdichte einer beliifteten, wachsenden Hefekultur (————) und 
gleichzeitige Verinderung des Prozentsatzes rotfluorochromierter Hefezellen (— — —). Ordinate: 


Suspensionsdichte in 10000 Zellen/mm® bzw. Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen; Abszisse: 
Versuchsdauer in Stunden, 


- 


Bei genauerer Priifung findet sich jedoch eine sehr bemerkenswerte 
Abweichung: 8 Std nach Beimpfung, bei lebhafter Sprossung der 
Zellen, fiirben sich 98% aller Zellen innerhalb von 10 min rot an. Solche 
hohen Prozentsitze haben wir mit frisch angesetzten Suspensionen nie- 
mals nach 10 min, sondern friihestens nach 4 Std erreichen kénnen. 
Sprossende Zellen nehmen also den Farbstoff schneller (wenn auch 
nicht in gréBerer Menge) auf als ruhende. 


Um diesen Unterschied zu verdeutlichen, sind in Abb. 3 die Prozent- 
zahlen eines solchen Kulturversuches analog den Verdiinnungsversuchen, 
d.i, in Abhaéngigkeit von der Suspensionsdichte, dargestellt. 
und zum besseren Vergleich ist der Verdiinnungsversuch aus Abb. 1 
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{nach 10 min Farbedauer) eingetragen. Beide Kurven sind S-formig ge- 
kriimmt, verlaufen aber verschieden steil. Bei der Verdiinnungsstufe 64 
liberschneiden sie einander: die Verdiinnungskurve biegt mit stark 
streuenden Werten um 60% ab, wihrend die Kurve des Kulturver- 
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Abb. 3. Abhingigkeit des Prozentsatzes rotfluorochromierter Zellen (Ordinate) von der Suspen- 

sionsdichte (Abszisse): a) bei Veranderung der Suspensionsdichte durch Verdiinnen einer frisch 

angesetzten PreBhefesuspension (0—0); b) bei Verainderung der Suspensionsdichte in einer 
wachsenden Hefekultur (+ — — — +). 


suches stetig dem 100%-Wert zustrebt. Sie entspricht in diesem Teile 
ziemlich genau einer nach 8Std Farbung aufgenommenen Ver- 
dinnungskurve (Abb. 1). 

Nach 3 Tagen liegen die Zellen in SproBketten zu 4—25 Zellen vor. 
Von ihnen sind insgesamt nur 9% rotfluorochromiert und regellos tiber 
die SproBketten verteilt; d.h. 
in einigen Ketten sind die alte- x 10000 Zellen/mm* 
ren, groBen Zellen rot und die a 
jiingsten Knospen griin, in an- 
deren Ketten verhialt es sich ge- 
rade umgekehrt. Daraus diirfte 
hervorgehen, daB keine Be- 
ziehung besteht zwischen der 
Menge des aufgenommenen 
Farbstoffes und dem Alter der 
Zellen. 
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A « i i i icht 
nbewecote Abb. 4. Zunahme der Suspensionsdichte einer nic 
B) Nicht beliiftete, u g Raid hac liamietndon alcickuliarit ) und 


Kulturen. gleichzeitige Verinderung des Prozentsatzes rotfiuoro- 
tacks Versuchsanstellung chromierter Zellen (— — —). MaBstiibe wie in Abb. 2. 


wie Versuch 7, doch standen die veo inne 
Kolben ruhig, und es wurde kein Luftstrom durchgeleitet. Die hierzu beigefiigte 
Abb. 4 ist entsprechend der Abb. 2 gezeichnet, im gleichen Ma8stabe. 

13 
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Die Vermehrungskurve verliuft wie bei der bewegten Kultur, nur ist 
sie flacher und biegt bereits bei einer Suspensionsdichte von etwa 27000 
(gegeniiber 100000) ab. Die unterbrochene Kurve, die die Prozentsatze 
rotfluorochromierter Zellen angibt, fallt sofort ab, durchlauft also nicht 
den 100°%-Wert wie bei der beliifteten Kultur. Sie erreicht sehr schnell 
ihren niedrigsten Wert (15%), namlich nach 16 Std, also noch wahrend 
der stiirksten Vermehrung, und steigt dann wiederum bis zu einem 
Wert von 64% an. Damit verliuft sie gerade entgegengesetzt zur ent- 
sprechenden Kurve aus Abb. 3. 


Obgleich die Zahlen durch 4fache Wiederholung statistisch gesichert sind, 
mochten wir vorerst darauf verzichten, sie in allen Einzelheiten zu diskutieren, 
zumal hier bereits vom 3. Tage an sehr erhebliche Verformungen der Zellen von 
Saccharomyces cerevisiae bemerkt wurden und mehrere andere Hefearten hervor- 
traten. 


Immerhin laBt sich soviel sagen, daB deutlicher noch als bei beliifteten 
Kulturen der Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen nicht ausschlieb- 
lich von der Suspensionsdichte, sondern auch von physiologischen Fak- 
toren bestimmt wird. Insbesondere in den alteren Suspensionen, die 
ihre Vermehrung bereits eingestellt haben, ist dieser Prozentsatz sehr 
viel héher, als der Suspensionsdichte entspricht. Inwieweit hierbei etwa 
eine Alkoholbildung bzw. die behinderte Atmung und eine daraus resul- 
tierende Ansiiuerung der Nahrlésung eine Rolle spielt, miissen weitere 
Versuche mit Reinkulturen zeigen. 


Die beobachteten Differenzen zwischen den Kultur- und Verdiinnungsversuchen 
koénnen nicht allein auf py-Unterschiede zuriickgefiihrt werden. Zwar ist der px 
Wert der Nahrlésung zu Versuchsbeginn 4,6 und fallt allmahlich bis auf etwa 
3,6 ab, wahrend fiir die Verdiinnungen destilliertes Wasser von py 7,1 verwendet 
wurde. Durch die Zugabe von auf py 7,2 gepufferter AO-Lésung lieB sich jedoch 
der px-Wert der Suspensionsfliissigkeit auf 5,6 bzw. 6,0 erhdhen. Diese Werte 
entsprechen aber den von StRuGGER geforderten (zwischen py 5 und 7,5). Dabe: 
ist jedoch zu beriicksichtigen, daB durch eine Pufferung des Farbbades nicht die 
gleichen intracelluliren Bedingungen geschaffen werden diirften wie durch die 
Saureproduktion der Zelle selbst. — Méglicherweise sind fiir die oben beschriebener 
Unterschiede weniger die organischen Saéuren verantwortlich als andere, von de 
Zelle abgegebene Substanzen, die die Farbstoffaufnahme beeinflussen. 


4. Das Acridinorange als Zellgift. 


Nach den bisherigen Untersuchungen tritt bei lebenden Hefezellen Rotfluores 
cenz stets dann ein, wenn ihnen das AO im Uberschu8 geboten wird, ferner ver 
einzelt bei Farbstoffmangel, wenn das Farbstoffbindungs- bzw. Aufnahmevermége 
einiger Zellen — u. a. in Abhingigkeit von physiologischen Faktoren — besonder 
grofs ist. Dementsprechend ist die Griinfluorescenz ein Zeichen fiir unvollstandig 
Farbstoffaufnahme. Diese wiederum beruht auf Farbstoffmangel (zu geringe AO 
Konzentration und/oder zu hohe Suspensionsdichte) oder, in besonderen Fallen 
auf Benachteiligung in der Konkurrenz um den Farbstoff gegeniiber solchen Zelle1 
mit besonders hohem Farbstoffbindungsvermégen. 
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Da diese Feststellungen fiir Suspensionen lebender Hefezellen gelten, 
die Rotfluorescenz nicht ausschlieBlich auf tote Zellen beschrankt. 
RUGGERS Theorie, lebende Zellen farbten sich griin, tote hingegen rot 
, und die darauf gegriindete farberische Unterscheidung lebender und 
ter Zellen kann daher wenigstens fiir Hefezellen nicht mehr auf- 
chterhalten werden, denn der Lebenszustand ist bestenfalls einer unter 
jelen Faktoren, die tiber Griin- oder Rotfluorescenz entscheiden. 
Indessen darf aus der Tatsache, daB jede lebende Hefezelle grund- 
itzlich rotfluorochromierbar ist, nicht geschlossen werden, jede rot- 
uorochromierte Zelle lebe. Es bleibt die Méglichkeit offen, daB bereits 
iinfluorochromierte Zellen nach einer gewissen Hinwirkungszeit durch 
as AO stark geschidigt oder gar abgetétet werden, wodurch sie nun- 
mehr befahigt sind, das AO bis zur Rotfluorescenz zu speichern, oder 
a die Zellen erst dann absterben, wenn sie das AO bis zur Rotfluo- 
escenz gespeichert haben. Im letzteren Falle wiirde nicht die Rot- 
uorescenz die Folge des Zelltodes sein, sondern umgekehrt der Zelltod 
ie Folge einer starken, mit Rotfluorescenz verbundenen AO-Speiche- 
rung. Um solche etwa auftretenden schidlichen AO-Wirkungen zu er- 
fassen und gegebenenfalls fiir die Kenntnis der , Vital‘‘-Farbung aus- 
suwerten, wurde zunachst die Vermehrung in AO-haltigen Kulturen 
untersucht, ferner die Substanzproduktion gemessen und endlich 
eine (papierchromatographische) Analyse der Aminosaurefrak- 
tionen gefarbter und ungefarbter Hefe ausgefihrt. 


a) Die Vermehrung von Hefe in AO-haltigen Medien. 


Versuch 9. Beliiftete, geschiittelte Kulturen. 


Anordnung wie Versuch 7. 5 Kolben mit je 200 ml Scuoprer-Nahrlésung 
wurden mit je 10 ml der Ausgangssuspension B (1 g Hefe auf 100 ml Wasser) 
beimpft, so daB eine anfangliche Suspensionsdichte von etwa 8000 Zellen/mm* 
yorlag. Die Kolben wurden in der Anzuchtanlage unter Lufteinleitung geschiittelt, 
Serien L bei Beleuchtung, Serien D im Dunkel. Diesen Kolben wurden zunachst 
nach 4 und 8 Std Proben entnommen zur Bestimmung der Suspensionsdichte und 
Kontrollierung der Fluorochromierbarkeit. 4 Std nach Ansetzen konnten ganz ver- 
einzelt die ersten Knospungen beobachtet werden; nach weiteren 4 Std war die 
Zellenzahl bereits auf den 2 fachen Wert angestiegen. IndiesemZeitpunkt lebhaftester 
Vermehrung wurden nunmehr verschiedene Mengen einer AO-Lésung 1: 100 (vgl. 
Abschnitt 5 des methodischen Teils) zugesetzt, so daB die resultierende AO-Kon- 
zentration 1: 10000, 1: 30000, 1: 100000 bzw. 1: 300000 betrug. Ji eweils 2 Kon- 
trollkolben blieben ohne AO-Zusatz. Unmittelbar nach Zugeben der AO-Losung 
und dann in Abstinden von 8 baw. 16 Std wurden regelmaBig Proben zur Priifung 
entnommen. 

Insgesamt erstreckte sich jeder Versuch tiber 5 Tage; vom 3. Tage an waren 
jedoch die Messungen aus mehreren Griinden ungenau: 

a) Bei beliifteten Kulturen begannen sich nach 48 Std SproBketten an der 
Kolbeninnenseite und an der Wandung des Beliiftungsrohres anzusammeln, jeweils 
etwas tiber dem mittleren Flissigkeitsniveau. Es gelang dann nicht mehr, dieses 
3 13* 


184 H. J. Bocen: 


Hefematerial durch Umschiitteln wieder in der Fliissigkeit zu verteilen, da es nw: 
unvollstandig benetzte. Die Kulturfliissigkeit enthielt also zu wenig Zellen; de: 
gemessene Zuwachs fiel zu gering aus. 

b) Bei beliifteten und nicht beliifteten, unbewegten Kulturen (Versuch 10 
traten, besonders in stairkeren AO-Konzentrationen, Selektionserscheinungen auf 
Die in jeder PreBhefe neben Sacch. cerevisiae in sehr geringer Menge vorhandener 
AO-resistenten Hefearten (z. B. Mycoderma, Mycelhefen usw.) wachsen sehr starl 
heran, wenn Sacch. cerev. durch das AO geschadigt oder abgetétet ist. Da dic 
Unterscheidung zwischen normal wachsendem Sacch. cerev. und anderen Heferasser 


x 10.000 Zellen/mm? 
15 


i} 
nke/ i 
Dunkelversuch ¢ Kontrolle = 100% Lichtversuch : kontrolle = 100% 
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Abb. 5. Hemmung der Vermehrung einer beliifteten Hefekultur durch Zugabe von verschiedene 

Mengen einer AO-Lésung 1: 100 ( { ). Die dadurch erreichten AO-Konzentrationen in den Nahr 

lésungen sind 1: 300000, 1: 100000, 1: 380000, 1: 10000. Ordinate: Suspensionsdichte in 1000¢ 
Zellen/mm*; Abszisse: Versuchsdauer in Stunden. Hemmung in allen AO-Konzentrationen. 


allein auf Grund morphologischer Merkmale nur selten méglich ist (z. B. Myco 
derma), sind die Zellzahlen solcher Kulturen mit groBer Vorsicht zu bewerten. Be 
Mycelhefen, die sich oft in dichten Watten ansammeln, ist tiberdies eine verlaBlich 
Zahlung iiberhaupt nicht durchfiihrbar. 

Das durch Abb. 5 veranschaulichte Ergebnis zeigt, daB die lebhaft: 
Vermehrung der Hefe unmittelbar nach AO-Zusatz erheb 
lich beeintrichtigt bzw. vollstindig gestoppt wurde. h 
1: 10000 trat tiberhaupt keine Vermehrung mehr ein, in 1 : 30000 wa 
sie nur sehr gering (5—8°%%, der AO-freien Kontrolle), in 1: 100000 z 
40—44% gehemmt, und selbst in 1 : 300000 wurden nur 56—70% de 
Normalvermehrung erreicht. Die fluorescenzmikroskopische Kontroll 
zeigt Tab. 3. 

Ferner war zu beobachten, daB in 1: 10000 die Zellen durch Turges 
cenzverlust kleiner geworden waren, und daf das rotfluorescierend 
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oplasma , destruiert‘‘ erschien. Die Zellen lagen in groBen Klumpen zu- 
ammen, deren Auflosung in einzelne Zellen nur durch intensives Um- 
chiitteln zu erreichen war. 


Tabelle 3. Fluorescenzmikroskopische Kontrolle zu Abb. 5. 


———————————— 


1: 300000 1: 100000 1: 30000 1: 10000 
a 
unmittelbar 100% 100% 100% 100% 
nach AO-Zugabe dunkelgriin | dunkelgriin | dunkelgriin | dunkelgriin 
8 Std 938% 98% griin 78% griin 6% hell 
pr. 
nach AO-Zugabe dunkelgriin as ‘ i 
7% hellgr. 2% rot 22% rot 94% rot 


Die Dunkelversuche verliefen genau wie die Lichtversuche; kleinere Ab- 
weichungen in den Prozentzahlen der Vermehrungshemmung bzw. der rotfluoro- 
chromierten Zellen konnten in 4facher Wiederholung nicht reproduziert werden. 


1. Das AO ist ein sehr starkes ,,Zellgift’‘, das in der Konzentration 
1: 10000 bei einer Suspensionsdichte von 16000 Zellen/mm? jegliche 
Vermehrung von Saccharomyces cerevisiae verhindert und noch in 
1: 300000 die Vermehrung auf 56—70% herabsetzt. Dabei ist die Hem- © 
mung etwa proportional der AO-Konzentration. 


2. Die Hemmung ist nicht proportional dem Prozentsatz 
rotfluorochromierter Zellen. In 1: 10000 fluorescierten noch 6% 
der Zellen griin (allerdings leuchtend hellgriin; nach SrruecER ein 
Anzeichen fiir Zellschadigung); trotzdem war jede Vermehrung unter- 
bunden. In 1: 300000 hingegen wurden tiberhaupt keine rotfluoro- 
chromierten Zellen gezahlt, sondern nur etwa 7% hellgriin gefarbte. Die 
Vermehrungshemmung machte aber 30—44% aus. Wir miissen daraus 
schlieBen, daB auch dunkelgriin fluorochromierte Zellen so 
stark geschadigt sein kénnen, daB sie die Zellvermehrung 
einstellen. 


3. Die Giftwirkung ist kein photodynamischer Effekt, da sie sowohl 
im Licht als auch bei volliger Dunkelheit eintritt. 


Im weiteren Verlauf dieser Versuche, etwa vom 3. Tage an, wurde vor allem in 
den hdheren AO-Konzentrationen ein lebhaftes Bakterienwachstum beobachtet 
sowie massenhafte Vermehrung einer Mycoderma-Form. Die Einzelzellen dieser 
Mycoderma waren dabei im Fluorescenzmikroskop nur an einer ganz zarten Griin- 
fluorescenz der Membran zu erkennen, ihre Mycelfaiden dagegen zeigten zunachst 
schwache Griinfluorescenz des Plasmas. Wahrend der mikroskopischen Kontrolle 
konnte mehrfach beobachtet werden, wie diese Mycelfaiden, von der wachsenden 
Spitze anfangend, zur Rotfluorescenz tibergingen und nach wenigen Minuten 
schlagartig kollabierten. Der gleiche Effekt lieB sich mit Sicherheit erreichen, wenn 
wir dem Praparat seitlich einige Tropfen AO-Lésung 1: 5000 zusetzten. Wir 
konnten dann unter dem Mikroskop das Vorriicken der ,,Front“‘der konzentrierteren 
Lésung verfolgen. Wenige Sekunden, nachdem sie einen Mycelfaden erreicht hatte, 
wurde dieser rot fluorochromiert und kollabierte anschlieBend. 
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Die Einzelzellen dieser Mycoderma wie auch einige sehr kleinzellige Saccharo-) 
myces-Arten sind offenbar AO-resistent bzw. nehmen nur so wenig AO auf, daB| 
ihre Vermehrung nicht beeintrachtigt wird. Das hat zur Folge, da8 sie sich aus-) 
giebig vermehren kénnen, sobald Sacch. cerev. durch das AO abgetotet ist. In 
normalen Kulturen dagegen ist ihr Wachstum kaum zu bemerken. Moglicherweise; 
beruht dies auf antibiotischen Stoffen, die von dem lebenden Sacch. cerev. aus-i 
geschieden werden. 


Das Auftreten solcher resistenter Hefen und Bakterien lie8 es aussichtlos er-’ 
scheinen, in einer Mischkultur, wie sie die PreBhefe darstellt, den Einflu8 des: 
AO auf den Stoffwechsel von Sacch. cerev., z. B. manometrisch, zu erfassen. Der 
Gaswechsel der resistenten Formen wiirde einen lebhaften Stoffwechsel des im 
Wirklichkeit bereits abgetéteten Sacch. cerev. vortauschen. So ist es wohl auch! 
zu erklaren, da& SrruGcGER aus den Ergebnissen seiner Garrohrchenversuche gut 


x 10 000 Zellen/mm?® 
5 
a4 Zugabe von AO Kontrolle = 100% 
Re 7:10° = 100% 
.S 1: 10° = 95% 
s 
S 1:10" = 0% 
Q | | 
0 8 6 aw 3 YO 49 Std 
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Abb. 6. Hemmung der Vermehrung einer nicht beliifteten Hefekultur durch Zugabe von ver- 

schiedenen Mengen einer AO-Lésung 1: 100 ( |). Die dadurch erreichten AO-Konzentrationen ini 

den Niihrlésungen sind 10-*, 10-5 und 10-* g/ml. MaBstiibe wie in Abb. 5. Gesicherte Hemmung 
nur in 107-* g AO/ml. 


dem Schlu8 kam, ,,daB auch die vitalgefarbten Hefesuspensionen die Glucose 
mit annaihernd gleicher Garungsintensitat zu spalten vermochten wie die normalen*. 
Die beobachtete CO,-Produktion geht wenigstens zum Teil von den resistenten! 
Hefen und Bakterien aus (vgl. aber auch S. 192). Der exakte Beweis hierfiir laBt 
sich mit Reinkulturen von Sacch. cerev. erbringen, iiber die a.a.O. berichtet werden’ 
wird. 7 


Versuch 10. Nicht beliiftete, unbewegte Kulturen. 


Anordnung dem vorigen Versuch entsprechend; die Kolben standen jedoch 
ruhig, und es wurde kein Luftstrom eingeleitet. AO-Konzentrationen: 10-4, 1075 
und 10-6 g/ml. ] 

Das Ergebnis bringt Abb. 6. Es ist nur ein Lichtversuch wiedergegeben. Sieht 
man davon ab, dafS die Vermehrungsrate der Kontrollversuche wesentlich geringer 
ist als in den beliifteten Kulturen, so stimmen die Ergebnisse gut mit denen des 
vorherigen Versuches tiberein. Auch hier wurde in 1 : 10000 die Vermehrung sofort 
gestoppt. Dagegen war in 10~° und 10-6 gegeniiber der Kontrolle keine Hemmung 
festzustellen. Zwar liegt die 10~->-Kurve stetig unter der 10~6- und der Kontroll- 
kurve, doch ist die Differenz nicht gesichert. 


Die Prozentsitze rotfluorochromierter Zellen sind (8 bzw. 16 Std nach 
AO-Zugabe) in 10~%: 0%, in 10-5: 3,9%, in 10-4: 95,5%. Sie entsprechen 
damit ziemlich genau den Werten des vorigen Versuches und bestiitigen 


unsere Feststellung, daB die Vermehrungshemmung dem Prozentsatz 
rotfluorochromierter Zellen nicht proportional ist. 
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Das kann wie folgt interpretiert werden: Griinfluorochromierte Hefezellen 
onnen sich im allgemeinen noch vermehren; es gibt jedoch auch einige Zellen, die 
ereits bei Griinfluorescenz die Vermehrung einstellen. Rotfluorochromierte Hefe- 


ellen vermehren sich nicht mehr, wobei die Rotfluorescenz dem Zelltod voran- 
eht (S. 192). 


Bemerkenswert ist ferner die Tatsache, daB in 10-5 die Vermehrung 


1ur bei den belifteten Kulturen gehemmt ist, nicht aber bei den 
inbeliifteten. 


Das ist méglicherweise damit zu erklaren, da die Zellen der beliifteten 
ulturen einen lebhafteren Stoffwechsel haben, aus diesem Grunde mehr AO auf- 
zehmen und daher stirker geschidigt werden (vgl. hierzu S. 195). 


b) Die Substanzproduktion in AO-haltigen Medien. 


Um zu priifen, ob das AO nur die Vermehrung der Hefe verhindert oder auch 
den Stoffwechsel vergiftet, haben wir einige Ertragsbestimmungen durchgefiihrt. 


Versuch 11. Je 1 ml einer Hefesuspension (2g frische PreBhefe in 25m! sterili- 
siertem Leitungswasser; das entspricht einem Trockengewicht von 22,1 mg/m!) 
wurde in 100 ml Scuoprrer-Nahrlésung a) AO-frei; b) mit Zusatz von AO 1:10000 
im der Anzuchtanlage kultiviert. Licht- und Dunkelversuche. Nach 4 Tagen wurden 
die Suspensionen zentrifugiert und das Sediment getrocknet und gewogen (Ab- 
schnitte 5 und 6 des methodischen Teils). 


Tabelle 4. Vrockengewichtsproduktion in AO-haltiger und AO-freier Nahrlésung. 


Lichtversuch | Dunkelversuch 
Ausgangsmengeinmg ...... che Sb eS 22,1 22,1 
AO-frei, kultiviert, nach 4 Tagen, inmg. . . 940,4 857,1 
In AO 1:10000 kultiviert, nach 4Tagen, in mg 60,5 QT 


Die in Tab. 4 mitgeteilten Ergebnisse zeigen folgendes: Wahrend 
die in den Kontrollversuchen gebildete Substanzmenge das 43- bzw. 
39fache der Ausgangsmenge betrug, erhéhte sie sich in den AO-haltigen 
Lésungen nur auf das 2,7- bzw. 1,3fache. In Parallelversuchen fiir mikro- 
skopische Kontrolle lieB sich zudem zeigen, daf selbst diese geringe 
Substanzzunahme nicht durch Sacch. cerev. hervorgerufen wurde, son- 
dern durch M ycoderma (vorwiegend im Licht) bzw. Bakterien. 

AO in 1: 10000 blockiert also nicht allein die Vermehrung von Sacch. 
cerev., sondern auch den Stoffwechsel, soweit er die Zunahme des Trocken- 
gewichtes bewirkt. 


c) Der Gehalt gefirbter und ungefarbter Hefesuspensionen an Aminosduren. 

Versuch 12. Entsprechend Abschnitt 10 des methodischen Teiles wurde in 
den Suspensionen der Aminosiuregehalt von 3 Fraktionen papierchromatographisch 
untersucht: 1. die Suspensionsfliissigkeit, 2. der Alkoholauszug der abzentrifugierten 
Hefe (sogenannte ,,freie‘‘ Aminosauren), 3. der alkoholunlésliche Rest (,,EiweiB‘‘) 
nach Saurehydrolyse. 
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1. Lebende, ungefarbte Hefe. In der Suspensionsflissig-_ 
keit treten nur 5 Aminosduren auf, und zwar in auBerst geringen 
Mengen: Valin, Alanin, Glutaminsaure, Asparaginsaure und Lysin. Der 
Alkoholauszug enthalt demgegeniiber 21 Aminosaéuren in gréBeren 
Mengen. Es sind dies neben den soeben genannten noch Leucin, Phenyl- 
alanin, Tyrosin, Prolin, Threonin, Glycin, Serin, Arginin, Histidin, 
Cystin, B-Alanin, Asparagin, Glutamin, y-Aminobuttersaure, Glutathion 
sowie eine mit Ninhydrin gelb firbende Aminosiure unterhalb des 
Valins. Nach Hydrolyse des Eiweifies werden 16 Aminosauren ge- 
funden: Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin, Prolin, Alanin, Threonin, 
Glutaminsaure, Asparaginsiure, Glycin, Serin, Arginin, Lysin, Histidin, 
Cystin, ,, Ubercystin“. 


2. Durch Erhitzen abgetétete, ungefarbte Hefe. Sie verhalt 
sich gerade umgekehrt: hier finden sich im Alkoholauszug nur 
6 Aminosiuren: Alanin, Glutaminsiure, Glycin, Threonin, Lysin und 
Asparaginsaure, ebenfalls jeweils in sehr geringer Menge, wahrend die 
21 verschiedenen Aminoséuren in gréBerer Menge in der Suspensions- 
fliissigkeit erscheinen. (In der Zusammensetzung des EiweiBes be- 
steht kein Unterschied zur lebenden Hefe.) Ohne die Ergebnisse der 
inzwischen weitergefiihrten Analyse vorwegnehmen zu wollen, méchten 
wir einen Effekt der Abtotung in einer Aufhebung der Semipermeabilitat 
und dem dadurch erméglichten Ubertritt der ,,freien‘‘ Aminosiuren aus 
der Zelle in die Suspensionsfliissigkeit erblicken. — Die qualitativen 
Unterschiede sollen hier gleichfalls nicht besprochen werden. 


3. Mit AO-Lésung 1:10000 behandelte Hefe (12 Std). Diese 
Hefesuspension (1 g Hefe auf 500 ml Farbbad = 100% Rotfluorescenz) 
nimmt eine Mittelstellung ein: sie enthalt sowohl im Alkoholauszug 
als auch in der Suspensionsfliissigkeit jeweils 20 bzw. 21 ver- 
schiedene Aminosauren in grofen Mengen. (Auch hier ist die EiweiB- 
zusammensetzung qualitativ die gleiche wie bei der lebenden und toten 
Hefe.) Die Suspensionsfliissigkeit AO-gefiirbter Hefe verhalt sich also 
wie die Suspensionsfliissigkeit einer abgetéteten Hefeaufschwemmung, 
der Alkoholauszug jedoch wie bei der lebenden Hefe. Daraus kann zu- 
nichst auf. eine partielle Aufhebung der Semipermeabilitiit unter der 
Kinwirkung des AO geschlossen werden. Diese stellt schon fiir sich allein 
eine starke, unter Umstinden tédliche Zellschidigung dar. Des weiteren 
ergaben quantitative Untersuchungen (N-Bestimmungen nach KsEL- 
DAHL), daf} die Gesamtmenge der freien Aminosiiuren (Alkoholauszug 
und Suspensionsfliissigkeit zusammen) nach Behandlung mit AO nahezu 
doppelt so hoch ist wie bei der lebenden bzw. hitzegetdteten Hefe. 
Da sie auf Kosten der EiweiBsubstanzen erhéht wurde, bewirkt 
das AO auch einen Abbau der Proteine, wobei die proteolytischen 
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nzyme nicht, wie bei der Hitzetotung, zerstért werden, sondern ihre 
ktivitat behalten. 

_ Auf Grund weiterer Versuche, iiber die gesondert berichtet werden 
soll, vermuten wir, daB das AO den Aufbau der Proteine bzw. deren 
bestandigen Umbau (Borsock u. Mitarb. 1951; Metonior, Krtoze u. 
Ktorz 1951) verhindert. Da dieser unter Vermittlung von Nuclein- 
sduren erfolgt (BRacHET u. CHANTRENNE 1951, CaspmRsson 1950, 
Hotréin 1950, Kenuer 1951, Stexkewirz u. ZAMECNIK 1951), ist es 
wahrscheinlich, daB das AO an RNS-haltigen Komponenten angreift. 
Das wiirde zugleich die Ansicht von ZrtcnR, HARDERS u. MGLLER (1951) 
bestatigen, wonach das AO bevorzugt an Nucleotide adsorbiert wird. 


Damit ist nachgewiesen, da8 durch die AO-Speicherung tiefgreifende 
Schadigungen und Zerstérungen im Cytoplasma hervorgerufen werden, 
die zum Zelltode fiihren. 


Il. Theoretischer Teil. 


A. Vergleich der Ergebnisse mit den Befunden und Folgerungen 
SrrueGgeRS und K6LBELS. 


Unsere Versuche tiber die Farbstoffaufnahme, die Fluorescenzfarbe 
und die Inturbanz der AO-Farbung haben uns zu Vorstellungen gefiihrt, 
die von den Ansichten von StRUGGER und KOLBEL zum Teil erheblich 
abweichen. Zur Klérung der Widerspriiche seien zunachst die Folge- 
rungen der beiden Autoren — etwas vereinfacht — vorangestellt. 

1. Farbstoffaufnahme. Tote Zellen nehmen den Farbstoff schneller und in 
wesentlich gr6Berer Menge auf als die lebenden Zellen. Die Aufnahme durch 
lebende Zellen ist beschrankt (2—20- 10-19 mg je Zelle) und ,,steht im schroffen 
Gegensatz zur wesentlich hoheren Farbstoffaufnahme durch tote Hefezellen“ (etwa 
27—38 - 10-19 mg). 

2. Fluorescenzfarbe. Infolge der Konzentrationsmetachromasie fluoresciert 
das Plasma der lebenden Zellen griin, das der toten rot. (,,Eine kupferrote Fluores- 
zenz ist an lebenden Protoplasten selbst nach stunden- und tagelanger Uberfarbung 
in konzentrierten Farbbadern nicht zu erreichen.“‘) Daher ist es nach AO-Farbung — 
bei Farbstoffiiberschu8 und im py-Bereich zwischen 5 und 7,5 — méglich, lebende 
Hefezellen von toten zu unterscheiden. 

3. Inturbanz der Férbung. Die AO-Farbung ist unter diesen Bedingungen 
vollig inturbant; selbst die Garfahigkeit der Hefe bleibt erhalten oder wird nur 
geringfiigig herabgesetzt. 

Zu 1. In Ubereinstimmung mit StrueceeR und KoérseL haben wir 
feststellen konnen (S. 176), daB sich lebende Hefezellen meist erheblich 
langsamer anfarben als tote. Dagegen liefern unsere Versuche keinen 
Hinweis dafiir, daB auch die Menge des aufgenommenen Farbstoffes 
bei lebenden Zellen geringer ist. Hierfiir bietet sich folgende Erklarung: 
Wir ermittelten die zur maximalen Anfairbung erforderliche Zeit zu 


; 


t 
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20 min (tote Zellen) baw. 4 Std (lebende Zellen). Nach StRuGGER wird 
das AO jedoch ,,von lebenden Hefezellen innerhalb der ersten Minute: 
sehr schnell gespeichert. Im Verlauf einer langeren Farbedauer nehmen 
zwar die Hefezellen noch etwas Farbstoff auf, doch ist diese Aufnahme: 
im Verhialtnis zur anfanglichen recht unbedeutend.** KOLBEL bestatigt: 
diese Ansicht durch Anfiihrung der nachstehend wiedergegebenen, 
colorimetrisch erhaltenen Farbekurven (Abb. 7) und belegt damit die: 
iiberaus rasche Anfarbung. 

Zu diesen Kurven moéchten wir indessen einige 
methodische Bedenken geltend machen. Sie be- 


ziehen sich auf die fehlenden EKintragungen der 
MeBpunkte, aus denen sie gewonnen wurden, und 


& deren mittlere Fehler. Zunachst erscheinen zwar 
e* die gefundenen Differenzen der Farbstoffaufnahme 
& (in Prozenten der Gesamtlésung) sehr betracht- 
34 lich: bei toten Zellen 5%, bei lebenden von 1,2 
& | auf 2% ansteigend. Diese Werte sind jedoch nicht 


direkt gemessen, sondern durch Colorimetrieren 
der restlichen Farbstofflésung; die eigentlichen 
MeBSwerte, die als Beleg dafiir gelten, da die Farb- 
stoffaufnahme bereits nach 1 min praktisch be- 
0 0 20 30 mn 4 endet ist, sind also 95% (tot) bzw. 98—98,8% 
Farbedaver (lebend). Es ist aber nicht ohne weiteres ersicht- 
Abb. 7. Die Geschwindigkeit der lich, ob die angegebenen Differenzen in so ver- 
Farbstoffspeicherung von Acridin- haltnismaBig konzentrierten Lésungen statistisch 
orange (¢ = 0,5 107* Mol/l) in gesichert werden kénnen. Erschwerend kommt 
lebenden (1) und toten (IT) Hefe- — hinzu, daB offenbar gerade im kritischen Bereich 
zellen (nach KOLBEL 1947). 3 is P 3 is 
nicht die durch Zentrifugieren hefefreie Rest- 
lésung colorimetriert wurde (diese Behandlung 
wirde erheblich mehr als 1 min erfordert haben), sondern die gesamte Hefe- 
suspension. 


Ks erscheint danach durchaus méglich, daB z. B. der rechte Ast der 
Kurve I (lebende Zellen) ein wenig steiler ansteigt. Dann aber wird er 
den horizontalen Ast der Kurve IT (tote Zellen) in dem Punkte schneiden, 
der der Zeitmarke ,,4 Stunden“ entspricht. Das stimmt gut iiberein mit 
unseren Befunden, wonach die Farbstoffaufnahme lebender Zellen 
frithestens nach 4 Std beendet ist. Zu diesem Zeitpunkt ist dann aber 
die Menge des aufgenommenen Farbstoffes bei lebenden und toten 
Zellen gleich groB. 


Zu 2 haben wir ginzlich abweichende Befunde erhoben. Wir konnten 
jede Hefezelle, gleichgiiltig, ob lebend oder tot, rotfluorochromieren, 
wenn FarbstoffiitberschuB vorlag (d.h. bei geringer Suspensionsdichte), 
und wenn die Fiirbung nicht vorzeitig abgebrochen wurde. Die ,,kriti- 
schen* Suspensionsdichten bei AO 1: 10000 waren 40000 (tot) bzw. 
20000 Zellen/mm?’ (lebend). Griinfluorescenz hatten wir als Anzeichen 
fiir Farbstoffmangel erkannt. Daf’ SrruGGER bei lebender Hefe niemals 
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mehr als 5% rotfluorescierende Zellen gefunden hat, miissen wir danach 
ebenfalls mit Farbstoffmangel erklaren. 

Bei der von ihm angewendeten Technik (,,auf dem Objekttrager in 1 Tropfen 
der Farbstofflésung eine geringe Menge des Hefematerials verrieben‘‘) werden nach 
unseren Erfahrungen Suspensionsdichten zwischen 200000 und 500000 Zellen/mm? 
erhalten — das entspricht etwa unseren Verdiinnungsstufen 4—16. In diesem 

Bereich ist aber kein Farbstoffiiberschu8 vorhanden: bei 400000 Zellen/mm? und 
~ AO 1: 10000 stehen jeder Zelle nur etwa 2,5 - 10-1 mg Farbstoff zur Verfiigung. 
Nach K6rsets Berechnungen nimmt eine lebende Zelle (bei Griinfluorescenz) 2 bis 
20-1071° mg Farbstoff auf. Selbst wenn es also einer Zelle gelange, die gesamte 
ihr gebotene Farbstoffmenge aus der Lésung aufzunehmen, wiirde sie gar nicht rot 
fluorescieren kénnen, weil zur Rotfluorescenz — wiederum nach Ké6LBEL — 27 bis 
98 - 10~1° mg erforderlich sind. SrruGGER hat also in der Tat nicht im Farbstoff- 
tiberschuB gefarbt, sondern bei Farbstoffmangel. So mu8 wohl auch der sonst un- 
verstandliche Satz aufgefaBt werden: ,,Hine kupferrote Fluoreszenz ist an lebenden 
Protoplasten selbst nach stunden- und tagelanger Uberfarbung in konzentrierten 
Farbbadern nicht zu erzielen.‘ 
Mithin kann aber auch die Fluorescenzfarbe nicht mehr als Indicator 
‘fiir den Lebenszustand gelten. Der einzige firberische Unterschied be- 
steht darin, daB die lebenden Zellen den Farbstoff langsamer auf- 
nehmen als die toten und daher eine Zeitlang unterfairbt sind, d. h. 
grin fluorescieren. Wir halten es jedoch nicht fiir ratsam, diesen Ver- 
zogerungsfaktor zur Grundlage eines Testes auf den Lebenszustand von 
Hefezellen zu machen, weil Farbstoffkonzentration und Suspensions- 
dichte fiir verschiedene Hefearten, -rassen und physiologische Zustande 
jeweils sehr sorgfaltig ausgewahlt werden miiBten. Den Prozentsatz toter 
Zellen in einer Misch-Suspension zu bestimmen, diirfte schlieBlich schon 
deshalb kaum méglich sein, weil das Farbstoffbindungsvermogen 
bei lebenden Zellen erheblich starker differiert als bei toten Zellen. 


Ubereinstimmung mit SrruecEeR und K6érpeEL besteht jedoch in der 
Auffassung, daB der Wechsel der Fluorescenzfarbe von Griin (Unter- 
farbung) nach Rot (volle Ausfairbung) wenigstens zum Teil ein Kon- 
zentrationseffekt ist (,,Konzentrationsmetachromasie). Nur fallt 
diese nicht zusammen mit der Alternative lebend/tot. Die Farbstoff- 
konzentration in der Zelle wird vielmehr von einer Vielzahl physika- 
lischer und physiologischer Faktoren bestimmt (BOERNER-PATzELT 1950), 
unter denen die Bindungsart des AO (HériEur 1949) und die Menge der 
als Adsorptionsort fungierenden Nucleotide (Ze1cer, Harpers u. MtL- 
LER 1951) besonders wichtig sein diirften. 

So erklart es sich wohl auch, da8 nach K6isen die Farbstoffmenge bzw. -kon- 


zentration in einer toten-Hefezelle 2—10mal hoher ist als in einer lebenden (27 bis 
38 - 10-19 mg gegen 2—20 - 10-!° mg), nach SrruecerR hingegen das 500fache aus- 


macht (1: 100 gegen 1: 50000). 


Zu 8. Der Feststellung Srruccrrs, das AO sei véllig unschadlich, 
k6nnen wir in dieser allgemeinen Formulierung nicht mehr beipflichten. 
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Zumindest fiir Saccharomyces cerevisiae haben wir mit Sicherheit nach- 
weisen kénnen, daB AO in der Konzentration 1 : 10000 die Vermehrung 
stoppt, die Substanzproduktion verhindert und die Zellen innerhalb 
kurzer Zeit abtétet, wobei das gesamte Gefiige der Zelle zerstort wird. 
Voraussetzung hierfiir ist allerdings, daB ein wirklicher Farbstoffiiber- 
schu8 vorliegt — was aus der einfachen Konzentrationsangabe nicht 
ohne weiteres ersichtlich ist. 

In dem Fehlen dieser Voraussetzung diirfte es begriindet sein, daB 
StruacEeR auch keine Zellschadigung durch AO beobachten konnte. 
Wenn mit ungeniigender Farbstoffmenge gefiirbt wird, kénnen die Hefe- 
zellen nur wenig AO — bis zur Griinfluorescenz — aufnehmen. Solche 
Zellen vermégen sich dann, wie StRUGGER mit Mikromanipulatorver- 
suchen nachgewiesen hat, in der Regel weiterzuentwickeln. Erhalten sie 
jedoch mehr Farbstoff — bis zur Rotfluorescenz —, so gehen sie daran 
zugrunde. Die volle Ausfirbung der Hefezellen mit AO ist eine Begleit- 
erscheinung oder gar Ursache des Zelltodes und nicht seine Folge. 

Unter den gleichen Gesichtspunkten miissen wohl auch die weiteren 
Versuche bewertet werden, die StRUGGER zum Beweis der Unschadlich- 
keit des AO anfiihrt. DaB er eine normale bzw. nur geringfiigig herab- 
gesetzte CO,-Produktion in Giarrdhrchen-Versuchen mit Hefesuspen- 
sionen in 1: 10000 beobachtete, erklart sich gleichfalls zwanglos mit 
, Unterfirbung: die Suspension enthielt 1 g Hefe auf 50 ml Glucose- 
losung. Das entspricht etwa unserer Verdiinnungsstufe 16, in der noch 
80—93 % der Zellen griinfluorochromiert sind. Ferner haben wir bereits 
auf §. 186 dargelegt, daB bei Verwendung von PreBhefe AO-resistente 
Hefen und Bakterien am Gaswechsel beteiligt sind. 

Da tibrigens Hefezellen auch geschidigt sein k6nnen, wenn sie nur 
griin fluorescieren, zeigte unser Versuch 9. In bewegten Kulturen war 
noch in 1:300000 eine 56—70%ige Vermehrungshemmung zu beob- 
achten, obgleich 93% der Zellen dunkelgriin fluorochromiert waren. 


- 


B. Zur Physiologie der Acridinorange-Wirkung. 

Die hier vorgelegten Untersuchungen haben eine ganze Reihe von 
Fragen und Ansatzpunkten ergeben, die zu diskutieren lohnenswert er- 
scheint. Beim gegenwiirtigen Stande der Untersuchungen ist es jedoch 
vorzuziehen, wenn wir uns auf zwei Punkte beschrinken: 1. die Gift- 
wirkung des AO, 2. die Abhiingigkeit der AO-Aufnahme von physika- 
lischen und physiologischen Faktoren. Obgleich beide ineinandergreifen, 
sollen sie zunaichst getrennt besprochen werden. 


I. Die Giftwirkung des Acridinorange. 
Unsere Feststellung, da das AO fiir Saccharomyces cerevisiae ein starkes Zellgift 
ist, tiberrascht nicht sonderlich, wenn wir beriicksichtigen, daB es in der groBen 
Gruppe der Acridinfarbstoffe einige Vertreter gibt, deren bactericide Wirkung 
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schon seit Jahrzehnten bekannt ist und medizinisch verwendet wird (Rivanol, 
Atebrin, Trypaflavin u.a.). Auch die seit kurzem bekannte mutagene Wirkung 
von Acridinen bei Hefe (EPHRussI u. Mitarb. 1951) und Coli-Phagen (MurTsaars 
1950) weist auf die hohe Aktivitaét dieser Stoffe hin. Da& Trypaflavin unter den 
Acridinfarbstoffen das starkste Plasmagift ist, konnte SrruaGER bereits 1944 
nachweisen. 

Mit AO selbst gelingt es, Stechmiickenlarven (ScumnpMACHER 1950) und Para- 
maecien (BORCHERT u. HELMCKE 1950) abzutéten, und so konnte von vornherein 
angenommen werden, da es auch unter den Hefen Formen gabe, die gegen das 
AO empfindlich sind. Allerdings hatten wir nicht erwartet, daB gerade Sacch. cerev. 
durch die ,,inturbante‘‘ AO-Farbung vollstandig abgetétet wiirde. 

Die AO-Wirkung kann dabei offensichtlich zweifacher Art sein: 
I. eine photochemische, die nur bei Belichtung auftritt und wohl iiber 
eine Energietransmission lauft (ScHmpMAacHER 1950, BoRcHERT u. 
HELMCKE 1951), 2. eine chemische, die sich auch bei vélliger Dunkelheit 
manifestiert. In beiden Fallen scheint sie sich erst bei einem gewissen 
Grade der Farbstoffspeicherung zu entfalten. Diese Speicherungsfihig- 
_keit ist aber bei verschiedenen Organismen verschieden grof (vgl. z. B. 
Mycoderma) ; ja selbst die Organelle einer Zelle kbnnen das AO in unter- 
schiedlichem Mae speichern und méglicherweise um das AO konkur- 
rieren. So fanden z. B. Borcuert u. HELMCKE in Paramaecien bei 
1 : 20000 das AO ausschlieBlich in den Mitochondrien. Diese fluorescieren 
bei Dunkelkultur rot; bei Belichtung tritt eine Entfarbung der Mito- 
chondrien und eine Anfarbung des Grundplasmas mit nachfolgendem 


Zelltod ein. 
Wie die Speicherungsformen, so diirften auch die Wirkungsmechanis- 


men des AO verschiedenartig sein. 

In der Literatur wird berichtet, daB an tierischen Zellen die Acridine die Atmung 
hemmen (O’Connor 1949), die Acetylcholinwirkung und die EiweiBkontraktur 
blockieren (MissBICHLER 1951), die Mitose stéren (RonDoNI u. Necco 1951) usw. 
Bei Hefezellen erzeugt Euflavin sogenannte ,,vegetative Mutanten‘‘, und zwar in 
Konzentrationen um 10-8 (,,which have practically no toxic effect on the cell“). 
In solchen Zellen fehlen gewisse autoreproduktive, partikulare Cytoplasmakompo- 
nenten, die fiir die Synthese der Atmungsenzyme (Indophenol- bzw. Cytochrom- 
oxydase) notwendig sind; es ist nicht ausgeschlossen, daB diese zu den large 
granules‘ CLaupEs (1949) in Beziehung stehen (Epurusst u. Mitarb. 1951). Die 
Ergebnisse unserer eigenen Untersuchungen zeigen schlieBlich, daB durch das AO 
die Semipermeabilitat zum Teil aufgehoben und zugleich der Aminosaurestoff- 
wechsel gestért wird, wobei vermutlich zunichst RNS-haltige Komponenten ver- 
andert werden. 

Das AO hat danach verschiedenartige toxische und gegebenenfalls 
mutagene Effekte in vielfacher Uberlagerung, die im einzelnen keines- 
wegs gekliart und mit dem undifferenzierten Ausdruck , Zellgift nur 
sehr summarisch umschrieben sind. Hier sind weitere, sehr detaillierte 
Untersuchungen erforderlich. Doch ist bereits jetzt zu erkennen, daf das 
AO als ,,Zellgift’‘ nicht zur Charakterisierung des Lebenszustandes und 
zur Unterscheidung lebender und toter Zellen herangezogen werden darf. 


. 


Damit ergibt sich aber die Notwendigkeit, die bisherigen Vorstel- 
lungen tiber die AO-Methode einer grundsatzlichen Revision zu unter- 
ziehen. Diese wird sich namentlich auf das Postulat von der firberischen 
Unterscheidung lebender und toter Zellen erstrecken, aber auch die 
weite Verallgemeinerung aufheben miissen, nach welcher sich das lebende 
Protoplasma von Bakterien, Pilzen und hoher organisierten Metaphyten 
und Metazoen gegeniiber einem Stoff véllig gleich verhailt. Wenn schon 
sehr nahe verwandte Hefearten, ja bei einer Art sogar verschiedene 
Zustinde ganz unterschiedlich auf das AO ansprechen, so ist nicht ab- 
zusehen, in welchem Umfange noch weitere Unterschiede aufgedeckt 
werden. Erste Ansitze liegen bereits in den Verdffentlichungen von 
ScHiMMELFELDER (1948) und SrockrmneER (1949) vor. Vielleicht wird 
sich das AO noch als zur Differentialdiagnose geeignet erweisen. 
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2. Die Acridinorange-Aufnahme. 


Entgegen der Formulierung StruacErRs (1949), ,,das lebende Proto- 
plasma vermag den Farbstoff... nur so beschriinkt zu speichern, daB 
eine Griinfluorescenz auftritt, wahrend das tote Protoplasma den Farb- 
stoff mit groBer Geschwindigkeit zu binden vermag und daher rot 
fluoresciert‘‘, konnten wir nachweisen, daf auch lebende Zellen soviel 
AO speichern, bis sie rot fluorescieren. Diese AO-Speicherung wird von 
einer ganzen Reihe von Faktoren beeinfluBt : 


1. Von der Menge und Konzentration des gebotenen Farbstoffes; je 
mehr Farbstoff im Farbbad vorhanden ist, um so mehr wird auf- 
genommen. 


2. Die Anfarbung lebender Zellen ist gegeniiber der toter Zellen er- 
heblich verzégert. Es liegt nahe, hierfiir einen Permeabilititseffekt ver- 
antwortlich zu machen. Durch ihn wird indessen die maximal aufnehm- 
bare AO-Menge nicht verindert, sondern nur die Zeit, in der sie in die 
Zelle gelangt. Beim Zelltod (Aufhebung der Semipermeabilitat) entfallt 
dieser Verzégerungsfaktor. . 


3. Auch die ,,physiologische Aktivitit‘‘ beeinfluBt die AO-Aufnahme: 
lebhaft sprossende Hefezellen in beliifteten Kulturen nehmen den Farb- 
stoff schneller auf als ,,ruhende‘‘ Zellen aus PreBhefe und als Zellen in 
alteren Kulturen, die ihre Vermehrung einstellen. Das kann auf einem 
groBeren Speicherungsvermégen, aber auch auf Permeabilitaétserhéhung 
beruhen. Ferner verdienen die Unterschiede zwischen beliifteten und 
unbeliifteten Kulturen besondere Erwihnung: wihrend nach 3tigiger 
Kultur bei O,-Mangel 70%, der Zellen rotfluorochromiert werden kénnen, 
sind es in beliifteten Kulturen nur 9%. Man darf wohl annehmen, dab 
hier Stoffwechselunterschiede bzw. verschiedenartige Stoffwechselpro- 
dukte (z. B. organische Sauren, Athylalkohol, aber auch Aminosiauren, 
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ucleinséuren u.a.) eine Rolle spielen (vgl. auch FurmEr 1921). An- 
ererseits hatten wir gefunden, da das AO in beliifteten Kulturen noch 
der Konzentration 1 : 300000 eine Herabsetzung der Vermehrungsrate 
ewirkt, waihrend in unbelifteten Kulturen 1: 100000 noch unschadlich 
ar. Das weist darauf hin, da8 unter bestimmten Bedingungen bei 
erober Atmung mehr giftiges AO aufgenommen wird. Diese Annahme 
ird gestiitzt u. a. durch den Befund von ScHtMMELFELDER (1948), dab 
arcinomzellen, deren Stoffwechselintensitat bekanntlich besonders grok 
ist, lebend wie tot Rotfluorescenz zeigen; sie entspricht damit durchaus 
der in den letzten Jahren vielfaltig erharteten Ansicht, die Stoffaufnahme 
sei eng mit der energieliefernden Atmung gekoppelt. 

Es zeigt sich indessen zugleich, da auch das giftige AO selbst die 
Farbstoffaufnahme beeinfluBt, sei es auf dem Wege iiber eine Per- 
meabilitatsverinderung oder tiber eine Beeintrachtigung des Stoff- 
wechsels und der Protoplasmastruktur, und daf8 die Trennung von Gift- 
wirkung und Stoffaufnahme nicht in der Scharfe méglich ist, wie sie fiir 
die Untersuchungen und fiir die Darstellung der Befunde zu wiinschen 
ware. Somit ergeben sich auch fiir das speziellere Problem der Farbstoff- 
aufnahme bzw. ,, Vitalfairbung“ einige Folgerungen. Man wird kiinftig — 
auch bei Zellen hdherer Pflanzen — beriicksichtigen miissen, daB ein 
groBer Teil der Farbeversuche und der daraus gezogenen Schliisse auf 
, Mangelfarbungen~ beruht, und daf dabei in einem vorerst nicht zu 
tibersehenden Ausmafe Giftwirkungen beteiligt sein kénnen. Gerade 
diese wurden ja bisher auf Grund der ,,Vitalitaétskontrollen“ mit AO 
tibersehen. Andererseits besteht nunmehr die Méglichkeit, mit Hilfe der 
Analyse von Protein-, Aminosiure- und Nucleinsiure-Fraktionen die 
Aneriffspunkte der Farbstoffe im Strukturaufbau, im Stoffwechsel- 
geschehen und in den Stoffaufnahmemechanismen der Zellen besser zu 
erfassen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde das Verhalten von Prefhefe in Suspensionen und in Kultur- 
versuchen (mit Nahrlésungen) gegeniiber Acridinorange untersucht. 

1. Verschieden dichte Suspensionen toter Hefezellen wurden mit 
Acridinorange- (AO-) Lésung 1: 10000 gefairbt. Bei Farbstoffmangel 
wurde Griinfluorescenz des Plasmas beobachtet, bei FarbstofftiberschuB 
(héchstens 40000 Zellen/mm?) Rotfluorescenz. Die maximale Farbstoff- 
aufnahme war erst nach 10 min beendet; die Zellen besafien unterein- 
ander das gleiche Farbstoffbindungsvermogen. 

2. In entsprechenden Suspensionen lebender Hefezellen trat eben- 
falls bei Farbstoffmangel Griinfluorescenz, bei Farbstoffiiberschub 
(héchstens 20000 Zellen/mm?) Rotfluorescenz ein. Die maximale An- 
farbung wurde jedoch erst nach 4—8 Std erreicht. Bei geringem 
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Farbstoffmangel traten rot- und griinfluorescierende Zellen nebeneinande 
auf; ihr Farbstoffbindungsvermégen war nicht einheitlich. 

3. Wenn eine sehr dichte Suspension lebender Zellen, die etwa 1%, 
rotfluorochromierter Zellen aufwies, durch Erhitzen abgetotet wurde, s« 
waren nunmehr simtliche Zellen griinfluorochromiert. 


4. Die Fluorescenzfarbe der Zellen ist demnach abhangig von de 
Konzentration des AO im Farbbade und von der Suspensionsdichte 
d. h. der Zahl je Zelle vorhandener Farbstoffmolekeln. Unter geeigneter 
Bedingungen kann eine Suspension lebender Hefezellen beliebig zu 100% 
griin oder 100% rot fluorochromiert werden. Entsprechende Konzen 
trationskurven wurden aufgenommen. 


5. Die Fluorescenzfarbe ist ferner abhingig von physiologischen Fak 
toren, wie Ernahrungszustand, Atmungsintensitaét u.a. (Versuche mit 
beliifteten und nicht beliifteten Kulturen), nicht aber vom Zellalter. 


6. In normalen, lebhaft wachsenden Hefekulturen wurde durch Zugabe 
von AO (Konzentration in der Nahrldsung 1: 10000) die Vermehrung 
von Saccharomyces cerevisiae sofort verhindert; bei belifteten Kulturer 
bewirkte der Farbstoff noch in 1: 300000 eine Herabsetzung der Ver. 
mehrungsrate auf 56—70% des Normalwertes, waihrend in unbeliifteter 
Kulturen 1:100000 fast wirkungslos blieb. Die fluorescenzmikro. 
skopische Kontrolle zeigte, daB die Vermehrungshemmung nicht pro. 
portional dem Prozentsatz rotfluorochromierter Zellen war. 


7. In gleicher Weise blockierte das AO in 1: 10000 den Stoffwechse 
der Zellen, soweit er die Zunahme des Trockengewichtes bewirkt. 


8. Analysen des Gehaltes an freien Aminosiuren in der Suspensions. 
fliissigkeit und in den Hefezellen (Alkoholauszug) ergaben, da in des 
lebenden Zelle praktisch alle Aminosiiuren (21 verschiedene) in der Zelle 
verbleiben und erst nach Abtétung (Aufhebung der Semipermeabilitat’ 
quantitativ in die Suspensionsflissigkeit ibertreten. Mit AO 12 Std ge. 
firbte Hefe zeigte sowohl in den Zellen als auch in der Suspensions. 
fliissigkeit die Aminosauren in groBen Mengen. Der Gesamtbetrag beiden 
Fraktionen ist — auf Kosten der Proteinsubstanz — nahezu doppelt sc 
hoch wie bei ungefirbter Hefe. Durch das AO wird also nicht nur die 
Semipermeabilitét zum Teil aufgehoben, sondern auch ein Abbau vor 
Proteinen eingeleitet, wobei die Aktivitiit der proteolytischen Enzyme 
unverandert zu sein scheint. 


9. Acridinorange ist fiir Sacch. cerev. ein sehr starkes ,,Zellgift‘‘ unc 
daher nicht geeignet zur Feststellung des Lebenszustandes der Zellen 


10. Andere Hefeformen, wie M ycoderma-Arten, aber auch gewisse Bak- 
terien, erwiesen sich als AO-resistent und konnten lebhaft wachsen, wenr 
in Mischkulturen der Sacch. cerev. durch AO abgetétet war. 
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11. Im theoretischen Teil werden die von Objekt zu Objekt wechseln- 
den Speicherungserscheinungen und die unterschiedlichen Wirkungs- 
mechanismen des AO besprochen. Es wird vermutet, daB dieses Zellyift 
zum Teil an RNS-haltige Plasmakomponenten adsorbiert wird. 


12. Die auf eine farberische Unterscheidung lebender und toter Zellen 
abzielende AO-Methode von SrrueeER wird abgelehnt; die Fehler der 
Methode und die experimentellen Grundlagen werden erértert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Unterstiitzung der Unter- 
suchungen gedankt. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


Beitrage zur Kenntnis der Entwicklungsgeschichte von 
Pericystis apis Maassen*. 


Von 
HERMANN PROKSCHL. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(EHingegangen am 10. Oktober 1952.) 


Pericystis apis Maassen ist ein Pilz, der neben seiner praktischen Be- 
deutung als Erreger der Kalkbrut der Bienen vor allem wegen seiner 
eigenartigen systematischen Stellung als eventuelles Bindeglied zwischen 
den Phycomyceten und Ascomyceten hohes Interesse verdient. 


Sein Entdecker Maassen (1916) hat ihn zu den Entomophthorineae gestellt. Diese 
Zuordnung ist aber alsbald von Laxon (1919) und CLaussEN (1921) bezweifelt 
worden. CLAUSSEN, der den Pilz sehr eingehend, aber nicht cytologisch, untersucht 
hat, halt das befruchtete weibliche Gametangium fiir einen Ascus. Deshalb hat GAv- 
MANN (1926) den Pilz verlegenheitshalber den Protoascineen angeschlossen und auf 
eine Verwandtschaft mit Dipodascus albidus hingewiesen. Kntep (1928) zeigte Be- 
ziehungen zu den Entomophthoraceen auf, wenn auch der Pilz durch das Auftreten 
seiner eigenartigen Sporenballen in den weiblichen Organen von allen bekannten 
Formen dieser Gruppe abweicht. SchlieBlich stellte Frrzparrick (1930) Pericystis 
apis als Zwischenform zu Dipodascus, Endogone und Hremascus. Auf Grund cyto- 
logischer Untersuchungen hat VarirscHak (1933) die Familie der Synascomy- 
cetaceae aufgestellt', die nach Lutz (1942) Pericystis apis Maassen, Pericystis alvei 
Betts und Dipodascus albidus Lagerheim umfassen und mit der Familie der Syper- 
mophthoraceen die Unterordnung der Hemiascomycetes bilden. 


Trotzdem kann die Stellung des Pilzes auch jetzt noch nicht in allen 
Kinzelheiten als geklart angesehen werden (GAUMANN 1940, 1949), so 
dafS eine Nachuntersuchung erwiinscht war, tiber die nachstehend kurz 
berichtet wird. 


AuBerdem soll bei dieser Gelegenheit die systematische Bedeutung der von 
Maurizio (1934, 1935) entdeckten kleinfriichtigen und groBfriichtigen Form von 
Pericystis apis zu klaren versucht und schlieBlich die chemische Zusammensetzung 
der Membran (Chitin, Cellulose) gepriift werden. Nach v. WerrsTRIn (1921) sollen 
Chitin und Cellulose nie nebeneinander auftreten, so da8 es also einerseits Cellulose- 
pilze (Monoblepharideen und Oomyceten) gibt, die v. WerrsrEtn fiir die urspriing- 
lichen halt, und andererseits Chitinpilze, die er aus den Cellulosepilzen ableitet. 
Nach Harper (1937) und Nasex (1939) kénnen aber beide Wandsubstanzen auch 
beim gleichen Organismus vorkommen, was systematisch natiirlich bedeutungsvoll ist. 


* Auszug aus der Dissertation von H. Préxscun (Prof. Dr. Dr. K. H. ZOBL, 
Leopold-Franzens- Universitat in Innsbruck). 

* Der Ausdruck ,,Synascus“ wurde von BUREN (1915, 1922) gelegentlich seiner 
Untersuchungen tiber die Schweizerischen Protomycetaceen gepragt. VARITSCHAK 
ubernimmt diese Bezeichnung unter Hinweis auf Birnn. 
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A. Methodisches. 


a) Herkunft der Stimme: Die untersuchten Stéamme erhielt ich von Herrn Do- 
zenten Dr. Dr. Zonu, der sie aus Kalkbrutwaben von verschiedenen Orten Tirols 
isoliert hatte. Es lag die groBfriichtige und die kleinfriichtige Form vor. 

b) Nd&hrboden: 2% Nahragar aus Bierwiirze, weiter Karotten- und Reisnahr- 
béden, die in der tiblichen Weise hergestellt wurden. Daneben wurden Honigagar- 
nahrbéden gepriift, die sich aber nicht sonderlich bewahrten. Herstellung, Ab- 
fillung, Sterilisation der Nahrbéden usw. wie bei Riss (1951), Drenmr (1950), 
LavuTEeRBACH (1950) und Knoriace (1950). 

c) Farbemethoden: Die morphologischen Beobachtungen wurden vorwiegend am 
lebenden Material vorgenommen. Fiir die cytologischen Untersuchungen wurde in 
TELLYESNICZKY-Fliissigkeit fixiert (BOHM u. OppEL, 1900, Lananron, 1942). Aus 
Plattenkulturen wurde in bestimmten aufeinanderfolgenden Zeitabschnitten 
Material entnommen, 24—48 Std fixiert und nach griindlichem Auswaschen gefarbt ; 
auf diese Weise konnten alle Entwicklungsstadien erhalten werden. Gefarbt wurde 
mit Alaunkarmin, 0,5°% waBrigem Safranin, 594 waBrigem Malachitgriin, Ham- 
alaun und Hamatoxylin. Gute Farbungen ergaben das Himalaun nach P. MryrEr 
und das Hamatoxylin nach Drenarrecp. Die Farbedauer muBte in jedem einzelnen 
Fall erprobt werden, da je nach dem Alter der Kultur der Farbstoff mehr oder 
minder rasch eindringt. Differenziert wurde mit 1% igem Salzsiurealkohol oder mit 
1%iger Alaunlésung bei Kontrolle der Entfarbung unter dem Mikroskop. Be- 
stimmte Zeitangaben eriibrigen sich, da die einzelnen Objekte sich véllig verschieden 
verhielten. Das Hamatoxylin nach DeLarieLp wurde auch direkt am lebenden 
Praparat ohne vorherige Fixierung angewendet und ergab dabei sehr schéne Kern- 
bilder. Frisch bereitete oder nur kurze Zeit gereifte Hamatoxylinlésungen geben un- 
deutliche Farbungen. Wir verwendeten eine mehrere Jahre alte Hamatoxylinlésung 
nach DELaFrieLD (Griibler, Leipzig), die besonders schén farbte. Die Praparate 
wurden zur weiteren Beobachtung in Glycerin eingelegt. 

d) Beobachtungstechnik: Reichert-Mikroskop mit den Objektiven 1:45, 1:60 und 
homogener Immersion 1:100, Okularen I, TV und 6mal, 10mal, 16 mal. Die Zeich- 
nungen wurden teilweise mit einem Zeichenapparat angefertigt. 


B. Ergebnisse. 


1. Kreuzungsversuche zwischen der groBfriichtigen und klein- 
friichtigen Form von Pericystis apis. 


Die Stamme der groffriichtigen Form wurden mit gf JZ und gf //, 
die der kleinfriichtigen mit kf + und kf — bezeichnet. Die Kreuzungs- 
versuche wurden mit allen Stammen in Petrischalen auf Bierwtrze- 
Agar vorgenommen und das Verhalten fortlaufend mikroskopisch 
kontrolliert. Folgende Kombinationen wurden durchgefihrt: qr l xgr Ti, 
of Ixkf +, of 1xkf —, of I xkf +, of LI xkf — und kf + xkf —. 

Kreuzungsergebnisse. Fruchtkérper entstanden nur in den Kom- 
binationen gf I <gfII und kf + xkf—. Alle anderen Kreuzungen 
blieben erfolglos. 


Bei den tibrigen Kombinationen wurden am Mycel der eroBfriichtigen Stamme 
vereinzelt Gametangienanlagen gebildet, am Mycel der kleinfriichtigen Stémme 
dagegen nie. Zur Bildung reifer Fruchtkérper kam es aber nicht. Die Gametangien- 
anlagen der groBfriichtigen Stamme rundeten sich ab, zeigten annaihernd kugel- 

14* 
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formige Gestalt, weitere Entwicklung unterblieb dann aber. Eine derartige Er- 
scheinung wurde erstmals von BLAKESLEE (1904, 1915, 1930) bei Mucorineen be- 
schrieben und ,,imperfect hybridization‘ genannt. Wurde das entsprechende 
Gegenmycel zugeimpft, so trat sofort Fruchtkérperbildung auf. 

Die groB- und kleinfriichtige Form von Pericystis apis miissen danach| 
als zwei verschiedene Arten aufgefaBt werden. 

Wiirden sie Varianten der gleichen Art darstellen, so waren ohne Zweifel Frucht- 
kérper entstanden, wie dies auch bei nahe verwandten Mucoraceen der Fall ist. Die: 
beiden Arten lassen sich auch morphologisch und physiologisch sehr wohl unter- 
scheiden, wie dies auch schon Maurizio (1934, 1935) festgestellt hat. Da beide 
Formen aber in der Entwicklung und der Ausbildung ihrer Fruchtkérper weit- 
gehendst tibereinstimmen und das wesentlichste Unterscheidungsmerkmal nur die 
FruchtkérpergréBe ist, wollen wir im Sinne von Maurizio von einer Neubenennung 
absehen und nur die GroBenunterschiede zum Ausdruck bringen. 


Wir unterscheiden die urspriinglich von MaassEen als Pericystis 
apis bezeichnete kleinfriichtige Form als Pericystis apis var. minor 
(Maassen) H. Prékschl-K. Zobl (syn. Pericystis apis Maassen) und die 
von Maurizio beschriebene und von uns wiedergefundene groBfriich- 
tige Form als Pericystis apis var. maior (Maurizio) H. Prékschl-K. Zobl 
(syn. groBfr. Form von Pericystis apis Maurizio). 


2. Zur Morphologie und Entwicklungsgeschichte 
von Pericystis apis. 


a) Makroskopische Beobachtungen. 


Beide Formen von Pericystis apis (minor und maior) sind schnell- 
wiichsig und heterothallisch. Im Gegensatz zu Maurizio wurden neu- 
trale Mycelien von uns vorliufig nicht beobachtet. Wie schon CLAUSSEN 
gefunden hat, wiichst das minnliche Mycel etwas schneller und ist 
kriftiger ausgebildet als das weibliche. Bei der kleinfriichtigen Form 
sind bereits nach 6—8 Tagen unter der Lupe die anfangs durchsichtigen, 
spiter sich milchig triibenden bis gelblich verfiirbenden Fruchtkérper- 
anlagen feststellbar, wihrend bei der groBfriichtigen Form die Frucht- 
kérperbildung etwas spiiter eintritt. Nach 10—12 Tagen sind die Frucht- 
kérper als griinlichbraune bis schwiirzliche kugelige Gebilde oft schon 
mit freiem Auge wahrzunehmen. Sie sind unregelmaBig iiber die Mycel- 
decke verstreut. Alte Mycelien verlieren ihren lockeren Aufbau, werden 
dichter, sinken zusammen und zeigen eine porige Oberfliche. Die An- 
gaben von Maurizio iiber flockige oder radiiire Wuchsform der Hyphen- 
vegetation bei den miinnlichen und weiblichen Mycelien treffen nur 
bedingt zu. Sie ist abhiingig von der Art der verwendeten Nahrbéden, 
dem px-Wert, der Beliiftung und der Temperatur. Die groBfriichtige 
Form zeigt um 18°—25°C reichliche Fruchtkérperbildung, die klein- 
friichtige reichlicher bei 30° C. Noch bei 37° C werden bei beiden Formen 
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Fruchtk6rper, wenn auch in geringerer Zahl, gebildet. Zwischen 40° 
und 42°C unterbleibt die Bildung der Fruchtkérper, und auch das 
Hyphenwachstum verliuft langsamer und manchmal atypisch. All- 
gemein wurde festgestellt, daB zwischen 25° und 35°C das Optimal- 
Wachstum erfolgt (zu ahnlichen Ergebnissen war auch Maurizio ge- 
kommen). 30°—35° C entsprechen aber im groBen der Innentemperatur 
des Bienenstockes. 


b) Mikroskopische Beobachtungen. 
Hyphen. Die Beobachtung erfolgte am lebenden ungefarbten Material. 
Bei beiden Formen sind die Hyphen in unregelmafigen Abstanden 
septiert. Sehr bald tritt Vakuolisierung auf. In jungen Hyphen ist 


Abb. 1. Pericystis apis M. minor. Gametangien- Abb. 2. Pericystis apis M. minor, Beginnende 
anlagen. Himalaun nach P. MEYER, Gametangiendifferenzierung. Himalaun nach 
Kernfarbung, 500. P, MEYER, Kernfiirbung, 500. 


deutlich Plasmastr6mung wahrnehmbar, gelegentlich konnte der Durch- 
tritt von Plasma durch Poren der Septen gesehen werden, was be- 
sonders im Phasenkontrastmikroskop deutlich zu beobachten war. Die 
Septenporen sind nicht sténdig vorhanden, sondern treten nur fallweise 
auf. Die Dicke der Hyphen ist je nach dem Alter und Ernahrungszu- 
stand verschieden. Das weibliche Mycel weist etwas breitere Hyphen 
auf als das miannliche, ist reichlicher verzweigt, und die Seitenaste 
entspringen fast immer rechtwinkelig der Haupthyphe, wie auch CLaus- 
SEN (1921) schon abgebildet hat; das mannliche Mycel hat zartere, weniger 
reichlich verzweigte Hyphen und die Seiteniste entspringen mehr spitz- 
winkelig den Haupthyphen. Die Membran der jungen Hyphen ist zart 
und firbt sich mit Jodtinktur schwach blaulich. Spiter wird die Membran 
derb, die Cellulosereaktion sehr undeutlich; sie ist an alteren Hyphen 
iiberhaupt nicht mehr nachweisbar. Mit fortschreitendem Alter tritt 
eine starke Chitinisierung der Hyphenmembranen ein (nach Zosn, 1950). 


Bau und Entwicklung der Fruchtkérper. Die Progametangien entstehen, 
wenn mannliche und weibliche Mycelien in Kontakt kommen. Sie 
werden als seitliche Ausstiilpungen angelegt, sind anfangs in beiden 
Geschlechtern vollig gleichartig, schlank, haufig spiralig und durch 
Septen von der Haupthyphe getrennt. Die Form und Anlage der Pro- 
gametangien entspricht in diesem Entwicklungsstadium (Abb. 1 u. 2) 
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vollig jenen eines heterothallischen isogamen Mucor. Die Gametangien 
berithren sich, eine Auflésung der Membran und Plasmogamie, wie bei 
den Mucorineen, treten aber nicht ein. Spiter vergroBert sich das weib- 
liche Gametangium, wird schlieBlich oval bis kugelig und gleicht im 
Aussehen einem jungen Oogonium; wahrend das mannliche Gametangium 
schlank bleibt, eine kurze Ausstiilpung bildet, die in das weibliche 
Organ eindringt (Abb. 3) und durch die das Plasma des miannlichen 
Gametangiums in das weibliche iibertritt, was auch schon VARITSCHAK 
(1933) beobachten konnte. Dieser Befruchtungsschlauch (tube fécon- 
dateur VARITSCHAKs) ist in jungen Stadien deutlich zu sehen. Parallel 
mit der Weiterentwicklung des weiblichen Gametangiums, weiterhin 
,,Fruchtk6érper* genannt, bildet sich sowohl der Befruchtungsschlauch 
als auch das mannliche Gametangium zuriick. In spateren Stadien ist 
vom Befruchtungsschlauch nichts mehr zu sehen, wahrend die Reste 
des mannlichen Gametangiums noch gelegentlich festgestellt werden 
kénnen. Das Plasma ist geringfiigig vakuolisiert, enthalt EinschluB- 
k6rperchen, die sich mit Sudan III rot farben, mit Osmiumsiiure schwiir- 
zen und demnach fettes Ol sind. Bei Zugabe von Lucorscher Lésung 
differenzieren sich kleine rotbraune, unregelmaBig gestaltete Schollen 
im Fruchtkérperinhalt. Sie sind als Glykogen anzusprechen. In den 
jiingsten Stadien ist die Membran der Fruchtkérper durch Jodtink- 
tur ganz schwach blaulich, durch Chlorzinkjod undeutlich violett 
fairbbar, was auf Anwesenheit von Cellulose in der Membran schlieBen 
laBt. In spiteren Entwicklungsstadien ist die Cellulosereaktion der 
Fruchtkérpermembran negativ. Der Fruchtkérper wiichst innerhalb 
weniger Stunden heran, wobei die Membran sich rasch dunkel ver- 
farbt. Bei der kleinfriichtigen Form betriigt der Durchmesser der Frucht- 
kérper im Mittel, iibereinstimmend mit Maurtzto (1935), 60—70 wu, 
bei der groBfriichtigen L00O—130 u. Die innere Organisation der reifen 
Fruchtk6rper ist bei beiden Formen gleichartig. So lange die Frucht- 
kérpermembran nicht vollstiindig dunkel gefiirbt ist, sind zahlreiche 
mehr-minder rundliche Sporenballen im Innern wahrnehmbar (Abb. 7). 
Die Fruchtkérper sitzen mit einer kurzen Traghyphe den Haupthyphen 
auf. Bei der Reife reifen sie auf und entlassen auf gelinden Druck die 
Sporenballen, die leicht zerflieBen, so da® meist nur eine unregelmaBig 
gestaltete Sporenplasmamasse austritt. Die Sporen sind einzellig, oval 
und besitzen eine ziemlich dicke Membran. Das Sporeninnere ist meist 
hyalin und schwach gelblich-griin gefiirbt. Die Sporen der minor-Form 
sind 83—3,5 4 lang und 1,5—1,9 uu breit, die der maior-Form in der 
Regel etwas gréBer (im Durehschnitt 10°). Die Fruchtkérper der 
kleinfriichtigen Form sind vorwiegend kugelig, die der groBfriichtigen 
haufig auch oval. Im allgemeinen kénnen die Ergebnisse der 
Untersuchungen von CraussEn, VARITSCHAK u. MAvRIzIo beziti glich 
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fer Fruchtkoérper bestitigt werden. Durch Anlage von Ein- 
porenkulturen erhilt man wieder die minnlichen und weiblichen 
ycelien. 
Konidien und Chlamydosporen. Konidien wurden nie gefunden. 
Chlamydosporen treten auf; sie sind oval bis kugelig mit derber Membran 
und liegen innerhalb der Hyphen. 


3. Cytologische Untersuchung. 


Die Ergebnisse der cytologischen Untersuchung stimmen im wesent- 
lichen mit jenen von VARITSCHAK (1933) iiberein. 

Die cytologischen Verhaltnisse sind genauer an Himatoxylin-Praparaten zu er- 

kennen, da nur sie Tauschungen oder Verwechslungen der Zellkerne mit anderen 
Inhaltskorperchen vermeiden lassen. Um aus jungen, reichlich ernahrten Hyphen 
die Reservestoffe zu entfernen, wurde das lebende Mycel wahrend 24—48 Std in 
sterile physiologische Kochsalzlésung eingebracht. Nach dieser Zeit waren die 
Reservestoffe weitgehend verbraucht. 
_ a) Hyphen. Sie sind mehr oder minder unregelmiBig septiert und 
enthalten in jedem Septenabschnitt eine wechselnde Zahl von Kernen. 
In kleineren Abschnitten wurden 10—16, in gréBeren bis 60 Kerne 
gezahlt. In alteren stark vakuolisierten Hyphen sind die Kerne meist 
wandstindig. Die ruhenden Kerne sind gleichmaBig rund, in Teilung 
befindliche lainglich bis hantelformig gestreckt. Sie sind 0,1—0,2 u 
eroB. Ein Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Hyphen 
in der Kernzahl konnte nicht gefunden werden. 

b) Die Gametangien sind durch Septen von der Traghyphe getrennt. 
Sie enthalten 20—40 Kerne, die sich im weiblichen Organ durch Mitosen 
bis auf Hunderte vermehren konnen. GroBen- 
unterschiede zwischen den Kernen des minn- 
lichen und denen des weiblichen Gametangi- 
ums bestehen nicht. 

c) Befruchtungsvorgang. Plasma und Kerne 
des mannlichen Gametangiums treten durch 
den Befruchtungsschlauch in das weibliche 
Gametangium iiber. Der Befruchtungs- ‘ 
schlauch enthalt stark tingierbares Plasma 
(Abb. 3). In den Gametangien finden Kern- Abb. 3. Perieystis apis M. minor. 


: < Kopulationsstadium,. Hamatoxy- 
teilungen statt; das ergibt sich daraus, daB _ linnach Denarrenp, Kernfiirbung. 


neben gleichma®ig runden, auch langliche, ee aA hn Ney 
zugespitzte und hantelformige Kerne vor- 960 x. 
kommen. Ein scheinbarer, bei genauer 

Messung aber nicht vorhandener GroSenunterschied der Kerne im 
minnlichen und weiblichen Gametangium scheint durch die stirkere 
Farbbarkeit des Plasmas des ersteren kontrastmiBig bedingt zu sein. 


Eine besondere Anordnung der Kerne zu Beginn der Befruchtung ist 
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nicht feststellbar. Der Befruchtungsschlauch verschwindet, nachdem 
Plasma und Kerne in das weibliche Gametangium tibergetreten sind. 
Das Plasma selbst zeigt eine mehr oder weniger wabige Struktur. 

In einem spateren Stadium finden sich im weiblichen Gametangium 
neben vielen kleinen zahlreiche groBe Kerne (Abb. 4). Die GroBkerne 
entstehen durch Verschmelzung der weiblichen und mannlichen Kerne; 
sie sind, wie auch schon VarirscHak festgestellt hat, primar Ver- 
schmelzungsprodukte zweier Kleinkerne und 
nicht etwa Abkémmlinge aus einem einzigen 
groBeren. Die GroBkerne ordnen sich mehr und 
mehr in der Peripherie an; die nicht zur Ver- 
schmelzung gelangenden Kleinkerne verschwin- 
den im Laufe der weiteren Entwicklung. Kern- 
Abb. 4. Pericystis apis M.  yaare, eine Dicaryophase, sind nicht aufzufinden. 


minor, Junger Fruchtkérper. é ; : : 
Himalaun nach P. MEYER, Weitere Einzelheiten iiber die Kernverschmelzung 


Kernfarbung, 600 x. bzw. tiber den Chromosomenapparat sind infolge der 
Kleinheit der Kerne nicht eindeutig festzustellen. VAR 

TSCHAK (1933) vermutet, daB die haploiden Kerne 2 Chromosomen besitzen. Dies 
kann von uns nicht mit Sicherheit bestatigt werden, da es bei der Kleinheit der 
Kerne auBerordentlich schwierig ist, nahere Einzelheiten im Teilungsstadium fest- 
zustellen. Trotz aller Bemiihungen lieBen sich Kernspindeln nicht eindeutig nach- 
weisen. Die ruhenden Kerne sind rund und farben sich vollkommen gleichmaig 


Abb. 5. Abb. 6. 

Abb. 5. Perieystis apis M. minor, Fortgeschrittenes Stadium des Fruchtkérpers. Membran noch 
durchsichtig, Anlage u. Differenzierung d. Sporenballen. Hiimalaun n. P. MEYER, Kernfirbung, 
500 x. a) Noch unregelmifig geformte Sporenballen, b) bereits rundliche Sporenballen, 
Abb. 6. Wie Abb. 5. Fortgeschritteneres Stadium des Fruchtkérpers. Himalaun n. P, MEYER, 
Kernfiirbung, 500 x. a) einkernig, b) mehrkernig, ¢) vielkernig. 


Als einziges Merkmal in Teilung begriffener Kerne ist. ihre langliche, mitunter 
hantelformige Gestalt auffallig. Sobald die GroBkerne sich zur Teilung anschicken, 
ist fast immer in unmittelbarer Nahe ein kleines stark tingierbares Kérperchen zu 
unterscheiden. Gelegentlich sind in diesem Stadium Erscheinungen zu beobachten, 
die als Kernspindel gedeutet werden kénnten. Wir vermuten im ersten Teilungs- 
schritt die Reduktionsteilung, obwohl die Zahl der Chromosomen nicht mit Sicher- 
heit feststellbar ist. 
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Die aus einem GroBkern entstandenen zwei Kerne bilden in der Folge 
durch mehrere weitere Teilungsschritte zahlreiche EKinzelkerne, die, im 
Plasma beisammenliegend, den Ursprung des spiiteren Sporenballens 
bilden. Man sieht dann Stadien, in welchen die Plasmaballen einen, zwei 
oder viele Kerne enthalten (Abb. 5 u. 6). Anfangs sind die kernhaltigen 
Plasmateile unregelmaBig gestaltet (Abb. 5 bei a), spiter bilden sich 
kugelformige, zahlreiche Kerne enthaltende Plasmaballen (Abb. 5 bei b). 
Dazwischen findet sich Plasma, welches 
weniger stark tingierbar ist. Aus den 
Kernen gehen durch Plasmaanlagerung 
bzw. Zerkliftung und Membranbildung 
die Einzelsporen hervor, die ihrerseits 
in Sporenballen beisammenbleiben. Die 
Sporenballen selbst haben eine diinne 
Membran und fiillen den ganzen Frucht- 
k6rper aus (Abb. 7). In einem spiteren 
Stadium hat sich die Membran des Frucht- 
korpers dunkelbraun-griin verfairbt und wa ~ 
laBt mehr-minder deutlich die groBe Zahl ee Sporenballlen 
der Sporenballen durchscheinen (Abb. 7). 

Zusatz von Luconscher Lésung zeigt, daB Ab. 7 ert avin Mt minor 
reichlich Glykogen im Plasma der Frucht- nach P. Meyer, Kernfiirbung, 500 x. 
korper vorhanden ist. 


Gelegentlich konnten wir feststellen, daB die Teilung einzelner GroBkerne unter- 
bleibt; es entsteht dann ein Gebilde, das véllig einem befruchteten Oogonium bei 
Saprolegniaceen gleicht. Soleche Gebilde erweisen sich auch keimfahig und wurden 
auch schon von CLAUSsEN gesehen. In diesem Fall ist die Ahnlichkeit mit den Ver- 
haltnissen bei den Oomycetes besonders auffallend, doch sind solche Stadien nicht 


die Regel. 


Die aus den Sporenballen hervorgehenden Sporen sind einzellig und 
meist einkernig, die daraus erhaltenen Mycelien je zur Halfte mannlich 


und weiblich. 


Gelegentlich kénnen in den Sporen 2 Kerne enthalten sein. Zosu erhielt in 
einem Fall aus einer einwandfreien Einsporenkultur Mycel, das Fruchtkérper 
bildete. Die Sporen dieses Stammes ergaben wieder mannliche und weibliche 
Mycelien. In diesem Fall lag offenbar eine zweikernige Spore vor, deren beide 
Kerne sexuell differenziert waren, so da8 es zur Fruchtkérperbildung kam. Nach 
Zost finden sich zweikernige Sporen im ungefahren Verhaltnis 1:300. 


4. Chemische Untersuchung der Membranen. 


Die Untersuchung der Membran von Pericystis apis (Hyphen, Fruchtkorper und 
Sporen) wurde nach Angaben von HarpErR (1937), NaBeEx (1939) und Zost (1950) 
durchgefithrt. In diesen Arbeiten sind das Altere Schrifttum und besonders die 
grundlegenden Arbeiten von C. v. WISSELINGH (1887) ausfiihrlich besprochen. 
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Ergebnis. In den jiingsten Hyphen- und Gametangienmembranen ver- | 
lauft die Reaktion auf Pilzcellulose neben Chitin positiv. In alteren: 
Entwicklungsstadien wird die Cellulose-Reaktion undeutlich oder fehlt 
ganz, wiihrend die Chitin-Reaktion eindeutig ausfallt. Damit bestatigt | 
sich die Auffassung von Harper und Napet, dab Cellulose und Chitin 
sich gegenseitig nicht unbedingt ausschlieBen! 

Da in den jiingsten Stadien von Pericystis apis die Reaktion auf 
Pilzcellulose positiv ist, wire das spiitere ausschlieBliche Vorkommen 
von Chitinmembranen kein Hindernis, eine mégliche entwicklungs- 
geschichtliche Ableitung dieser Pilze von den Peronosporales anzu- 
nehmen. 


©. Die Stellung von Pericystis apis im System der Pilze. 


Pericystis apis wird von VaARITscHAK bei den Ascomyceten in die 
Unterordnung der Hemiascomycetes eingereiht, welche die zwei Familien 
der Synascomycetaceae und der Spermophthoraceae umfassen. Die 
Hemiascomycetes werden von den verschiedenen Autoren neben die 
Unterordnung der Protoascomycetes gestellt. Die Familie der Synas- 
comycetaceae wurde von VariTtscHAK begriindet und umfaBt nach 
Lurz (1942) die Gattungen Pericystis und Dipodascus. 


1. Phycomyceten-Merkmale von Pericystis apis. 


a) Der Pilz ist heterothallisch und bildet vielkernige Gametangien, die in den 
ersten Stadien der Entwicklung vollstandig jenen eines isogamen heterothallischen 
Mucor gleichen. 

b) Das weibliche Gametangium vergréBert sich in der Folge, wird schlieBlich 
kugelig und ahnelt dann einem jungen Oogon. Es liegt dann Heterogamie vor, die 
schlieBlich zum Sonderfall der Oogamie wie bei den Oomycetes fiihrt. 

c) Es wird ein Befruchtungsschlauch gebildet, der in das weibliche Gametangium 
eindringt und zahlreiche Kerne und Plasma iiberleitet. Ein Teil der weiblichen und 
mannlichen Kerne verschmilzt miteinander und es bildet sich zunachst eine Coeno- 
Oospore. In diesem Stadium gleicht der junge Fruchtkérper von Pericystis apis 
vollstindig jenem von Albugo Bliti, einer primitiven Form unter den Perono- 
sporales. Bei diesem Pilz bildet sich nach der Befruchtung eine vielkernige Oospore 
(Coeno-Oospore), im Gegensatz zu Albugo Tragopogonis, bei welcher Art alle mann- 
lichen und weiblichen Kerne mit Ausnahme eines Kernpaares degenerieren, und 
Albugo candida, wo von vornherein nur ein Antheridialkern und ein Kikern erhalten 
bleiben und miteinander verschmelzen. Es findet sich daher in der Reihe der 
Peronosporales eine fortschreitende Reduktion der Kerne der Gametangien. Pert- 
cystis apis ist zumindest in den Anfangsstadien der Fruchtkérperbildung mit 
Albugo Bliti und somit mit den Peronosporales vergleichbar. 

d) Bei Pericystis apis kommt es ebenso wie bei vielen Phycomycetes zur Ver- 
schmelzung zahlreicher Kernpaare, im Gegensatz zu den Ascomycetes, wo jeder 
Ascus als Ergebnis einer einzigen Kernpaarverschmelzung entsteht. 


2. Ascomyceten-Merkmale von Pericystis apis. 


a) Die Hyphen sind von Anfang an mehr-minder unregelmaBig septiert. In den 
Septen tritt Porenbildung auf. 
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b) Durch Verschmelzung zahlreicher mannlicher mit weiblichen Kernen ent- 
oo im weiblichen Gametangium zahlreiche GroBkerne, die erhalten bleiben. 
‘Um jeden dieser GroBkerne lagert sich Plasma an, eine zarte Membran wird ge- 
bildet; jeder Grof&kern wird daher zum Ursprung einer Zelle. SchlieBlich aad 
zahlreiche solche Zellen im weiblichen Gametangium vorhanden. Jede dieser Zellen 
ist ohne Zweifel homolog einem Proascus (Ascusmutterzelle). Durch mehrere aufein- 
anderfolgende Mitosen innerhalb des Proascus entstehen zahlreiche Kerne, von denen 
jeder einzelne sich mit Plasma und einer Membran umgibt, wodurch ein viel- 
sporiger Ascus entsteht (,,Sporenballen‘‘). Alle entstehenden Asci (,,Sporenballen‘‘) 
bleiben innerhalb des urspriinglichen weiblichen Gametangiums miteinander ver- 
einigt. Ks entsteht auf diese Weise ein zahlreiche Asci enthaltender Sack, den 
VaRITSCHAK als ,,Synascus“ bezeichnet. 


eae Js 7 ata ra aber nicht homolog den Frucht- 
F geht aus einem, den Traghyphen ent- 
springenden Plectenchym hervor, in welches die zahlreichen aus dem Ascogon oder 
den ascogenen Hyphen entstehenden Asci nachtriaglich eingehiillt werden. Bei 
Pericystis apis hingegen ist die Hiille der gesamten Sporenballen identisch mit der 
Membran des weiblichen Gametangiums. 

Aus dieser Gegeniiberstellung ergibt sich, daB Pericystis apis und 
damit die Synascomycetaceae einen Ubergang von den Phycomycetes zu 
den Ascomycetes bilden. 

Noch deutlicher ist diese Erscheinung bei Dipodascus albidus aus- 
geprigt, wo ebenfalls Heterogametangie vorliegt (entsprechend den 
Phycomycetes). Bei dieser Art verschmilzt jedoch nur ein Kernpaar, 
waihrend die anderen weiblichen und mannlichen Kerne nach und nach 
degenerieren und zusammen mit dem Plasma des weiblichen Game- 
tangiums das Periplasma bilden. Aus dem einzigen GroBkern entstehen 
in der Folge durch mehrere Mitosen zahlreiche Kerne, die ihrerseits zum 
Ursprung von Sporen werden. Das sich vergroBernde weibliche Gametan- 
gium wird in diesem Fall zu einem ascusaihnlichen Gebilde, Hemiascus, 
die Sporen zu Hemiascosporen. Der Sporensack von Dipodascus albidus 
entspricht demnach einem einzigen im weiblichen Gametangium einge- 
schlossen bleibenden Sporenballen, dessen Membran verganglich ist, 
wihrend bei Pericystis apis viele solcher Sporenballen, jeweils aus einem 
GroBkern hervorgehend, vorhanden sind. 

Weiterhin weist die Entwicklung von Pericystis apis auch auf Hndo- 
myces Magnusii unter den Endomycetaceen hin. Bei diesem Pilz liegt 
ebenfalls Heterogamie vor. Die Gametangien sind urspriinglich viel- 
kernig. Bevor es jedoch zum Zusammentritt des miannlichen mit dem 
weiblichen Organ kommt, bildet ersteres an seiner Spitze eine kleine 
einkernige Zelle aus; diese entspricht dem mannlichen Gameten und 
ihr Kern verschmilzt mit einem der Kerne des weiblichen Gametangiums, 
welches sich in der Folge zu einem viersporigen Ascus umbildet. 

Bei Endomyces Magnusii wird demnach vom minnlichen Game- 
tangium ein einkerniger Gamet abgegliedert, wihrend das weibliche mehr- 
kernige Gametangium erhalten bleibt. Bei den tibrigen Protoascomycetes 
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werden die Gametangien reduziert, machen wirklichen einkernigen 
Gameten Platz und leiten so zum Normaltypus der Ascomycetes tiber. 

Pericystis apis, Dipodascus albidus und Endomyces Magnusii sind also 
Formen, die es erméglichen, die typischen Ascomycetes von den Phy- 
comycetes entwicklungsgeschichtlich abzuleiten. 

Der Zusammenhang von Pericystis mit den Endogonaceae, wie ihn FITZPATRICK 
(1930) annimmt, ist weniger klar zu erkennen, da die Stellung der Familie der 
Endogonaceae unter den Mucorales noch zweifelhaft ist und auBerdem die Arten 
dieser Familien weder entwicklungsgeschichtlich noch cytologisch ausreichend 
untersucht sind. Der Hinweis auf Eremascus unter den Endomycetaceae deckt sich 
mit jenem von Endomyces Magnusit. 

Es mége noch erwahnt werden, da die Annahme von FirzpaTrick (1930) einer 
Identitat von Pericystis apis Maassen mit Pericystis alvei unseren vergleichenden 
Untersuchungen zufolge nicht zutrifft. Wir befinden uns damit in Ubereinstimmung 
mit Maurizio (1935). 


Zusammenfassend ist also die Stellung von Pericystis apis im System 
der Pilze auf folgende Weise abzugrenzen: Die Ph ycomyceten-Merk- 
male lassen auf eine Abstammung von den Oomycetes, speziell den 
Primitivformen der Peronosporales, schlieBen. Die Ascomyceten- 
Merkmale weisen Pericystis apis eine Stellung zwischen den Proto- 
ascomycetes und den EHxoascales zu. Das Vorkommen des Synascus 
unterscheidet Pericystis apis von den typischen Ascomycetes. Der 
Synascus wire als Vorstufe der Ascusbildung anzusehen. Die Aufstel- 
lung einer eigenen Familie, der Synascomycetaceae, mit den Gattungen 
Pericystis und Dipodascus, unter den Hemiascomycetes durch VarRt- 
TSCHAK ist daher begriindet. 


Zusammenfassung. 

1. Das Vorkommen einer groBfriichtigen und einer kleinfriichtigen 
Form von Pericystis apis wird bestatigt; beide Formen sind hetero- 
thallisch. Kreuzungsversuche zwischen beiden ergaben keine Frucht- 
korperbildung. Sie sind daher als zwei verschiedene Arten aufzufassen. 
Da jedoch der Entwicklungsgang vollkommen gleichartig verlauft, 
unterscheiden wir nur var, minor und var. maior. 

2. Pericystis alvei ist nicht identisch mit P. apis. 

3. Die Membran von P. apis enthalt in den jiingsten Stadien Pilz- 
Cellulose, spiter chitinisiert sie. Der Auffassung von Harper, dab 
Cellulose- und Chitinmembran sich nicht unbedingt ausschlieBen, kann 
fiir P. apis beigepflichtet werden. Die Unterscheidung zwischen Cellu- 
lose- und Chitinpilzen nach v. WerrsrEtn ist fiir P. apis nicht haltbar. 

4. Der Fruchtkérper von P. apis (Synascus nach VarrrscHak) ent- 
spricht nicht den typischen Fruchtkérperbildungen der Huascomycetes. 

5. Die Stellung von P. apis im System der Pilze wird auf Grund 
morphologischer und cytologischer Untersuchungen besprochen. P. apis 
zeigt sowohl Phycomyceten- als auch Ascomyceten-Merkmale. 
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6. Der Aufstellung der Familie der Synascomycetaceae durch VaRi- 
(SCcHAK ftir die Gattungen Pericystis und Dipodascus, die mit den 
Spermophthoraceae zur Unterordnung der Hemiascomycetes vereinigt 
werden, wird beigepflichtet. 


7. Die Formenreihe Pericystis apis, Dipodascus albidus und Endo- 
myces Magnusii weist eine Entwicklung auf, die es erméglicht, die Ab- 
leitung der Ascomycetes aus den Phycomycetes aufzuzeigen. 
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Die Beeinflussung des Mutationseffektes 
bei Bacterium prodigiosum durch die Gasatmosphare — 
wahrend oder nach der Bestrahlung 
mit kurzwelligem Ultraviolett. 


Von 
REINHARD W. KAPLAN. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 2. Oktober 1952.) 


Die altere, fundamentale Methode der biophysikalischen Analyse des 
Mutationsgeschehens beruht auf der Variation des mutagenen Agens bei 
moglichst einheitlichem, konstanten biologischen Individuenmaterial. 
Die Veranderung der Dosis, der Strahlenqualitit, der Bestrahlungsdauer 
usw. gestattet vor allem Aussagen tiber die Art des Primiraktes und die 
raumlichen Verhaltnisse beim Treffergeschehen. Schon seit einiger Zeit 
jedoch gewinnt auch die andere Moglichkeit der Variation Bedeutung, 
namlich die des Zustandes des Objekts. Die ,,physiologische‘‘ Verande- 
rung der dem mutagenen Agens ausgesetzten Individuen bietet vielleicht 
in giinstigen Fallen einen Kinblick in die Verinderlichkeit der bei der 
Mutationsauslésung reagierenden Zellteile und damit deren innerstruk- 
turelle Natur. Voraussetzung ist allerdings eine wenigstens ungefahre 
Kenntnis iiber die Art der Anderung in der Zelle durch den sekundaren 
Faktor. Leider ist dies meist schwierig, da fast jeder Kingriff in das 
Lebensgefiige viele Wirkketten auslést. 

Als 1938 an Antirrhinwm Versuche in dieser Richtung begonnen wurden, wurden 
daher moglichst kurzzeitige und eventuell reversible Eingriffe ins Auge gefaBt, 
zunaichst die Anderung des Quellzustandes bzw. Wassergehaltes, weiterhin des 
Po und rq. Diese ersten Versuche zeigten, da eine reversible Anquellung det 
Zellen (Samen, Pollen) die Réntgenmutabilitit reversibel erhéht (KaPLan 1939, 
Kwapr u. Kaptan 1942, Kaptan 1942/48). Ein Quellungseinflu8 wurde ebenfalls 
an Gerstenkérnern beobachtet (Gustarsson 1940, 1941, Kapian 1950). Vielleicht 
beruht auch die Zunahme UV-induzierter Mutationen in keimenden Bakterien- 
sporen (MerrerpD u. Wyss 1951) auf einem ahnlichen Hydratationseffekt. Schon 
in unseren 1938 begonnenen Réntgenversuchen mit Antirrhinum-Samen wurde 
neben der Anquellung an Luft auch die anaerobe Quellung unter hoher Wasser- 
schicht angewandt. Die Réntgenwirkung bei Anaerobie auf die Keimlingsschadi- 
gung, Blattfleckung und die Sterilititsmutation war deutlich geringer als die bei 
Aerobie, wihrend die Keimlings-Faktormutationen anscheinend sogar etwas ver- 
mehrt waren (Knapp u. Kaptan). In Versuchen mit Hordewm, deren gequollene 
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6rner unter CO,-Atmosphare rontgenisiert wurden, zeigte sich ebenfalls eine 
finderung der Chromosomenmutationen (Sterilitaétsmutationen) bei unbeein- 
uBter Faktormutationsrate. Dieser Unterschied zwischen den Mutationstypen 
onnte hier statistisch gesichert werden (KaPLAN 1950a). Réntgenbestrahlung 
on Gersten-Kérnern im Vakuum durch andere Autoren ergab eine gewisse De- 
ression der Keimlingsmutationsrate, jedoch eine wesentlich geringere als die der 
Rate der Chromosomenmutationen (0,6:1 gegen 0,2:1; HaypDEN u. Surry 1949). 
ie rezessiven Letalmutationen von Drosophila sind bei Rontgenbestrahlung in 
2 gleichfalls vermindert (BAKER u. ScouRAKIS 1950a), und zwar besonders bei 
niederer Temperatur; viel starkere Depression zeigten auch hier die vorwiegend 
durch Chromosomenbriiche entstehenden dominanten Letalen. Rontgenbestrah- 
lung von Bacteriwm coli B/r in N, lieferte eine ebenso starke Depression (etwa 
0,3:1) der Prototrophie-Mutationen des purinless-Stammes wie der Tétung, jedoch 
nur eine geringe (0,75:1) des streptomycin-abhingigen (ANDERSON 1951). Die 
Mehrtrefferauslésung beim ersten gegeniiber der Eintrefferauslosung des zweiten 
Mutationstyps koénnte bedeuten, daB hier ebenfalls eine geringere O.-Empfindlich- 
keit der Gen- (Eintreffer) gegeniiber Chromosomenmutationen (Mehrtreffer) vor- 
liegt, wie in den iibrigen angefiihrten Fallen. Der starke Kinflu8 der O,-Konzen- 
tration auf die strahleninduzierten Chromosomenbriiche wurde eingehend an 
Vicia (THopay u. Reap 1947, 1949) und T'radescantia (GILES u. Rinny 1949, 50) 
analysiert. Hieraus wird vermutet, da die Bildung von H,O, im O,-haltigen Wasser 
der Zelle bei der Entstehung eines groBen Teils der Briiche mitwirkt. Der mutative 
Senfgaseffekt erwies sich jedoch O,-unabhangig (AUERBACH u. MosER 1951). DaB 
irgendein sauerstoffbediirftiger Schritt bei vielen Mutationsauslosungsvorgangen 
beteiligt ist, und zwar bei den Chromosomenbriichen wohl starker als bei den Gen- 
mutationen, ist nach all diesem deutlich. Die Verminderung der durch Rontgen- 
strahlen, Ultraviolett oder H,O,-induzierten Tétung und Mutation bei Bacterium 
coli und Staphylococcus bei Anwesenheit des Reduktionsmittels Brenztraubensaure 
deutet in gleicher Richtung (‘THompson, MerrerD u. Wyss 1951). Da diese Substanz 
hier sowie auch der O,-Entzug bei T'radescantia (GiLES u. Ritpy 1950) bei An- 
wendung nach der Bestrahlung unwirksam ist, stellt jene Oxydation wohl einen 
Schritt dar, der unmittelbar beim oder kurz nach dem Trefferereignis stattfindet. 


Fiir die weitere Analyse des Phinomens schien auch eine Unter- 
suchung des Anaerobieeffektes bei UV-Bestrahlung wichtig. Wissen wir 
doch aus dem Wirkungsspektrum, da das Ultraviolett bei der Induk- 
tion von Mutationen in den meisten untersuchten Fallen wohl in der 
Nucleinsiure absorbiert wird (s. z. B. Kapnan 1952a), was von den 
Réntgenstrahlen nicht gesagt werden kann. Am nichsten liegt die An- 
nahme, daB der UV-Treffer in der DNS der Chromosomen stattfindet. 
Damit greift diese Strahlung wohl néher am Gen an als vielleicht die 
Réntgenstrahlung, deren Primireffekt nach obiger Hypothese zum 
groBen Teil in dem Wasser der Umgebung des Chromosoms stattfindet 
und zunachst zur Bildung von H,0,-Molekiilen oder anderen mutagenen 
Oxydationsprodukten des Wassers fiihrt, die erst sekundar die Mutation 
auslésen. Aus anderen Versuchen ist jedoch bekannt, da auch der UV- 
Treffer nicht zeitlich unmittelbar die Mutation fertigstellt sondern eine 
Reaktionskette startet, von der gewisse Glieder durch AuBeneinwir- 
kungen unterbrochen werden kénnen, wobei wiederum Unterschiede 
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gegeniiber den Réntgenstrahlen bestehen. Daher schien die Beriicksichti+ 
gung der Wirkung des O,-Entzuges sowohl wihrend als auch nach der 
UV-Einwirkung nétig. Da die Anaerobie jedoch nicht ausschlieBlich auf 
den Oxydationszustand innerhalb der Zelle (rH) wirken muB, sondern 
eventuell iiber anaerobe Atmung oder ahnliches auch auf das py, war 
neben der Anwendung einer py-indifferenten Stickstoffatmosphare auch! 
die des py-erniedrigenden Kohlendioxyds erwiinscht. Giinstige Objekte 
fiir solche Versuche stellen die Bakterien dar, da der Gasaustausch hier 
schneller erwartet werden kann als bei groBeren Zellen bzw. Geweben 
héherer Organismen. Bedenken gegen ihre Verwendung bestehen nicht 
mehr, seitdem erkannt worden ist, daB sie hinsichtlich Mutabilitat: 
Bastardisierung und Kernbau keine Sonderstellung einnehmen diirften 
(CATCHESIDE 1949, Tatum u. PerKins 1950, Kaptan 1950b und 1952b)! 
In den hier mitzuteilenden Experimenten wurden die Farbsektor(S)- 
sowie die Debenal!-Resistenz (D.Res.)-Mutationen von Bacterium prodi- 
giosum untersucht. 


Methodik. 


Aus normal roten Oberflachenkolonien dreitigiger Kulturen, also Zellen der 
Ruhephase, des schon friiher verwendeten Stammes von Bacterium prodigiosum 
(Serratia marcescens) wurden Suspensionen in sterilem Leitungswasser mit etwa 
10® Zellen je 3 cm® hergestellt. Durch Riihren mit einem Wechselstromsummen 
wurden die Zellen bis auf etwa 1—2% Mehrzellstadien vereinzelt. Die Bestrahlung 
von jeweils 5 cm* Suspension geschah in einem Glasbecher von 23 mm Durchmesser 
und 25mm Héhe von oben her. Dieser Becher stand in einer Glaskammer vor 
28 xX 33mm mit 2 seitlichen Stutzenéffnungen, die oben mit einer 1 mm starken 
Quarzplatte verschlossen war. Durch den einen Stutzen, iiber den der gaszufiihrende 
Gummischlauch gesteckt war, war das nach unten gebogene Réhrchen einer Injek- 
tionskaniile bis auf den Boden des Suspensionsbechers gefiihrt, so daB die aus- 
tretenden Gasblasen zugleich die Suspension zwecks gleichmaBiger Verteilung der 
Strahlung umriihrten. Der andere Stutzen fiihrte zu einer Wasserflasche mit Wasser. 
und nach der Blasenzahl wurde der GasfluB geregelt. Das CO,-Gas wurde einem 
kleinen Gasentwickler (Kalk + HCl) entnommen und vorher mit Wasser gewaschen. 

Das Stickstoff-Gas wurde aus Luft in einer groBen Flasche bereitet, indem darin 
mit einer Paraffinkerze der Sauerstoff ausgebrannt und die Verbrennungsprodukte 
durch KOH-Lésung absorbiert wurden; Reste von Sauerstoff wurden durch Waschen 
des mit einer héher gestellten Wasserflasche herausgedriickten Gases in alkalischer 
Pyrogallol-Lésung entfernt. Ganz analog wurde Luft in die Bestrahlungkammer 
eingeleitet. Die Gasdurchleitung begann 5 min vor Beginn jeder Bestrahlung und 
endete an deren SchluB (Versuchsserie I, II, III, IV). Fiir die Nachbehandlungs- 
versuche (I, II, V) wurde das Gas ab Bestrahlungsende 15min lang durchgeleitet. 

Die Bestrahlung geschah mit einer HNS12-Entkeimungslampe von Osram 
(siche KapLan 1952), die im wesentlichen 254 my lieferte. Die Strahlung wurde mit 
einem Totalreflexionsprisma aus Quarz von oben her in die Suspension geworfen. 
In allen Gasversuchen wurde einheitlich 1 min bei der Intensitat von etwa 


* Debenal = Sulfadiazin (H,N - C,H,- SO,NH - C,N,H,). Herrn Professor Dr. 
G. Domackx, Wuppertal, danke ich fiir die Uberlassung dieses und verschiedenet 
anderer Sulfonamide. 
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$000 erg/min - cm? bestrahlt. Die Intensitatskontrolle geschah vor und nach jeder Be- 
strahlung mit einem geeichten Quarzphotoelement. Die Variationen der Dosis bei 
den Bestrahlungen kénnen nur 1—2% betragen. Innerhalb jeder der Versuchs- 
teihen I—V wurde natiirlich die gleiche Suspension verwendet. 

Von der bestrahlten und der unbestrahlten Suspension wurden Verdiinnungs- 
reihen (Stufen 0,5:5cm*) hergestellt, aus denen fiir die Auszihlung der S-Mutationen 
1 Tropfen sowie 3 Tropfen je Platte aus Verdiinnung 10~* bzw. 10-4 und 10-* breit- 
gespatelt wurden. Fiir die Auszahlung der D. Res.-Mutationen wurde 0,1 cm® je Platte 
aus einer graduierten Pipette von den Verdiinnungen 10° bis 10-° geimpft. Von jeder 
Impfung wurden mehrere Parallelplatten hergestellt. Als Nahrboden diente wiederum 
Glycerin-Citrat-Agar (KAPLAN 1952) (13 em* je Platte), jedoch mit 0,03 g CaCl, -6 H,O 
und nur 0,1 g Fe-Alaun je Liter. Fiir die Bestimmung der D.Res.-Mutationen 
wurden diesem Boden 1,5 mg Debenal je Liter zugesetzt. Dieses Sulfonamid ist gegen- 
iiber dem friiher verwendeten Sulfathiazol vorzuziehen, da die D.Res.-Mutationen 
schon nach 3 Tagen als gut sichtbare Kolonien erscheinen und nicht erst nach 
7—8 Tagen wie bei jenem. Bei der verwendeten Konzentration wachsen auch die 
normalen sensiblen Zellen noch langsam zu kleinen Kolonien heran, so daB die 
gréBeren D.Res.-Kolonien in einem diinnen Rasen oder Schleier bzw. zwischen den 
Mikrokolonien der Normalen liegen, entsprechend der je Platte geimpften Keim- 
zahl. Nach 4—5 Tagen lassen sich die Normalkolonien auf den Platten der starksten 
Verdiinnungen gut zaihlen. Die Bebriitung geschah bei 30° im Dunkeln. Zur Ver- 
hinderung zu hoher Luftfeuchtigkeit, die zum ,.Auslaufen‘‘ der Kolonien fiihren kann, 
wurde in jeden Plattendeckel ein mit konzentrierter NaCl-Losung getranktes 
Stiick Filterpapier gelegt. 

Nach 3 Tagen wurden die Farbsektor(S)-Mutationen sowie die normal ge- 
bliebenen Kolonien ausgezihlt. Wie frither dargelegt wurde, besitzen die S-Kolo- 
nien mehrere gréBere weiBe oder hellere, oft schlierenartig ,,verriihrt‘‘ erscheinende 
Sektoren oder Flecken. Dies ist auf einen besonderen Typ der Mutationsverzogerung 


zguriickzufiihren (KAPLAN 1952). 

Die Debenal-Resistenz (D.Res.)-Mutationen wurden nach 4 Tagen aus- 
gezahlt. Sie erscheinen als mehr oder weniger groBe Kolonien zwischen den Mikro- 
kolonien der Normalen. Diese flieBen auf den Platten, die aus Verdiinnung 10°—10~ 
geimpft wurden, zu einem schleierartig feinen Rasen zusammen. Die unterschied- 
liche GréBe und Farbung der D.Res.-Kolonien zeigen, daB es sich um viele ver- 
schiedenartige Mutationstypen handelt. In Nachkulturen erweisen sie die Ver- 
erbung des Resistenzcharakters. Dieser geht bei manchen der isolierten Stamme 
in Kultur auf D-freiem Boden allmahlich verloren, wohl durch spontane ,,Riick**- 
Mutationen und Selektion. Die Farbung war auf D-haltigem und -freiem Boden oft 
unterschiedlich. Einige Mutanten-Staémme, die auf der Zahlplatte im Schleier der 
Normalen leuchtend rot erschienen, erwiesen sich in den Nachkulturen als wei, 
und zwar ohne Riickmutanten nach rot, die sonst bei den D.-sensiblen weifen 
Mutanten relativ haufig sind. Beriihrten sich jedoch eine normal-rote und eine 
solche weiBe D.Res.-Kolonie, so entstand in dieser ein etwa 1 mm breiter roter 
,.Diffusionshof‘‘ um die rote Kolonie. Da eine Diffusion des Farbstoffs selber in die 
normalen weifen Kolonien nicht zu beobachten ist, kann man vermuten, daf eine 
Farbstoffvorstufe oder abnliches von der r- in die D.Res.-w-Kolonie diffundiert 
und dort zur Farbstoffbildung fiihrt. Dies wiirde eine unterschiedliche Ursache der 
Farblosigkeit im normalen w- und diesem resistenten w-Stamm bedeuten (unter- 
schiedlicher Unterbrechungspunkt der Farbstoffsynthesekette?). Auf den Platten 
mit grdéBeren Zahlen von D.Res.-Kolonien, also den schwacheren Verdiinnungen, 
fielen einige besonders grofe Kolonien auf, die auf den locker bewachsenen Platten 
der starkeren Verdiinnungen wegen ihrer groBeren Seltenheit fehlten. Um eine 
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gewisse Differenzierung innerha]b der Mutantenpopulation vorzunehmen, und da 
gerade diese groBen Kolonien, wie sich herausstellte, sich gegentiber dem Ultra- 
violett anders verhie’ten als die haufigeren D.Res., wurden sie als besondere 
Gruppe, ,,Gr. D.Res.“, registriert. In jeder Versuchsserie wurde die ganze Reihe 
der Verdiinnungen auf den D.-Platten ausgewertet, da sich eine erhebliche Ab- 
hangigkeit der D.Res.-Rate von der Keimdichte herausstellte. 

Im Verlauf der Arbeit ergab sich die Notwendigkeit, die Beteiligung von Selek- 
tion am Zustandekommen der D.Res.-Mutantenraten durch das UV zu beurteilen. 
Es wurde daher ein besonderer Versuch angesetzt, bei dem 2 Zellensuspensionen 
mit unterschiedlichem Ausgangsgehalt an D.Res.-Mutanten unter gleichen Be- 
dingungen bestrahlt wurden. Dabei wurde eine normale Suspension (mit spontaner 
Mutantenrate) und eine solche Suspension verglichen, der zusatzlich D.Res.- 
Mutanten beigefiigt wurden. 2 D.-Agar-Platten, beimpft mit etwa 1 - 10* Keimen 
aus einer 1 min-UV-bestrahlten Suspension und nach Bebriitung je etwa 100 D.Res. 
und etwa 30 Gr. D.Res.-Kolonien enthaltend, wurden abgewaschen, die Sus- 
pension 1:100 verdiinnt und 1,5 cm* davon mit 3,5 cm? Normalsuspension ver- 
mischt. Die Bestrahlung von je 5 cm® beider zu vergleichender Suspensionen mit 
je %-und 1 min UV geschah unter Luftatmosphare. 

Fir die Fehlerberechnungen diente in erster Linie der y?-Homogenitatstest, 
da es auf die Aufdeckung von Unterschieden zwischen Mutationshaufigkeiten an- 
kam. Um die durch die Versuchsbehandlungen erzeugten Unterschiede von den 
ubrigen Variabilitat verursachenden Faktoren abzutrennen, wurde jeweils das 
Total-y? errechnet und davon die Summe der Innergruppen-y? abgezogen, so daB 
als Differenz das gesuchte, dem reinen Behandlungseffekt entsprechende Zwischen- 
gruppen-y” verblieb (siehe unten). Hiervon wurde die zugehérige Uberschreitungs- 
wahrscheinlichkeit P aus PAraus Kurven entnommen. Fiir die Analyse der S-Muta- 
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tionen diente dabei die iibliche Formel y?,_, = ——=— > — }——], in der 
(m—a)a Ny n 

a, die einzelnen Mutantenzahlen, @ deren Summe, n,; bzw. ” die entsprechenden 

Anzahlen getesteter Zellindividuen (Kolonien) bedeuten. Fiir die D.Res.-Muta- 

tionen wurde eine analoge (fiir Porsson-Verteilung giiltige) Formel entwickelt: 


faa = (X'a,2) —a, Auch hier ist i die Nummer bzw. Anzahl der Einzelstich- 
proben, a; bzw. a die je Stichprobe (Platte) vorhandene Mutantenzahl bzw. deren 
Summe. Ausgangsformel fiir diese Ableitung war 2 wr >is > mit 
x = @/i = Mittelwert der a,. Die in den Abbildungen eingezeichneten Fehlerspannen 
stellen Naherungen dar, die zur ersten Orientierung dienen sollen. Sie ergaben sich 


aus der Wurzel der Mutantenzahlen (Porsson-Streuung!) dividiert durch die zuge- 
hérige Gesamtkeimzahl, wobei letztere als vergleichsweise fehlerlos behandelt wurde. 


Ergebnisse. 
Farbsektormutationen. 


Die Rate der S-Mutationen, berechnet als Anzahl S-Kolonien/Anzahl 
Normalkolonien — Prozent, in den 4 verschiedenen Versuchsserien mit 
Simultanbehandlung, ist in Tab. 1 zusammengestellt. Die Zeilen a) 
entsprechen einer etwa 3fach geringeren I mpfmenge je Platte gegeniiber 
Zeile b). Da in fritheren Versuchen eine gewisse Abhingigkeit der Rate 
gefundener S-Mutationen von der Bewuchsdichte festgestellt wurde, 
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weiterhin die der Keimdichten sowie die zwischen den Versuchsreihen. 
Zur Beurteilung der GréBe und statistischen Sicherung der Ein- | 
fliisse all dieser Faktoren wurde eine umfassende y?-Homogenitats- 
Analyse der Versuche III und IV vorgenommen. Die Streuung zwischen 
IIL und IV ergibt sich aus der Totalstreuung in III + IV minus Total- 
streuung in IV allein minus Totalstreuung in ITI allein, also y*, (III/IV) = 
= y—q (IIL + IV) — y%s3 (IV) — 753 (III) = 396,267 — 172,879 — 
_— 213,536 = 9,852; die zugehdrige Uberschreitungswahrscheinlichkeit 
P =1,8-10- zeigt an, daf ein auBerzufilliger, realer Unterschied 
zwischen beiden Versuchsreihen vorliegt. Dieser konnte z. B. in der Be- 
schaffenheit der verwendeten Nahrbéden, Wetterverhialtnissen, der sub- 
jektiven Einstellung beim Auszihlen an beiden Tagen (14. 3. und 24. 3. 
1952) und ahnlichem bestehen. Ganz analog ergab sich fiir den Unter- 
schied zwischen beiden Dichtegruppen a) und b) in beiden Versuchen 
ein 7”, (a/b) = x7, (IVa/IVb) + 7%, ( i ee fet = 5,421, P = 0,065. 
Dabei ist z. B. y?, (IVa/IVb) = 77,3 (IVa + b) — 45 (IV a)— 4717 (IV b) = 
= 172,879 — 52,803 — 117,087 = 2,989. Die hier verwendeten relativ 
geringen Wuchsdichteunterschiede (etwa 1:3) haben demnach keinen 
nachweisbaren Einflu8 auf die S-Mutationsrate. Um die Streuung 
der Gehalte an S-Mutationen zwischen den Parallelplatten allein zu 
erhalten, wurden die y? der Plattengruppen innerhalb des Versuches 
IV berechnet und summiert. Dies lieferte y?,, = 51,672, P = 1+ 107%, 
was tiberzufallige Variabilitat zwischen den Parallelplatten anzeigt. Die 
Inhomogenitat ist besonders deutlich in den Gruppen mit héherer Keim- 
zahl je Platte (Zeile IVb), wo z. B. die N,-Serie ein y?, = 13,389, 
P = 0,01, die CO,-Plattenserie y*?, = 19,675, P = 6 - 10~ liefert. Wo- 
rauf diese Variabilitaét der S-Rate von Platten gleichen Bodens, gleicher 
Bodenmenge und gleicher Impfsuspension beruht, bleibt unklar. 

Soll die statistische Sicherung der unterschiedlichen Wirkung der 
Gasatmosphiare allein beurteilt werden, so miissen diese erwahnten 
Variabilitiiten beriicksichtigt werden. Dies wurde erreicht, indem die 
gesamte Variabilitaét, ausgehend von den Kinzelplatten der beiden Ver- 
suchsreihen ITT und IV, innerhalb jeder der 4 Behandlungsgruppen (un- 
bestr., in N,, CO,, in Luft bestr.) als ein totales y? berechnet wurde. Beim 
Vergleich zweier Behandlungen wurde dann ein analoges Total-y? in 
beiden zu einer Kinheit zusammengefaften Gruppen errechnet und von 
diesem die beiden einzelnen totalen Gruppen-y? abgezogen. So ergab 
sich y*, (N,/Luft) = 7%; (N, + Luft) — 7%,, (N.) — 72,, (Luft) = 
= 111,185—27,195—65,125 = 18,865.Wie das zugehérige P = 1,5 - 10-5 
zeigt, ist der Unterschied zwischen Bestrahlung in Luft und in N, ge- 
sichert. Analog ergaben sich y?, (CO,/Luft) = 0,523, P = 0,46; y 
(CO,/N2) = 26,599, P = 2,3-10-"; y?, (unbestr./N,) = 149,639; P<10-41. 
Die Erhohung der S-Mutationsrate durch UV-Bestrahlung ist also 
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statistisch gesichert, ferner die geringe Depression durch Bestrahlung 
in N, gegentiber Luft sowie auch in N, gegeniiber CO,, wihrend ein 
realer Unterschied zwischen CO, und Luft nicht nachweisbar wird. Nach 
den vorliegenden Gesamtdurchschnitten (Tab. 1,2) betragt der UV- 
induzierte Anteil der S-Mutationsrate bei Bestrahlung in N, nur 81 we 
desjenigen in Luft [(11,25—3,97):(12,96—3,97)]. Der EinfluB der 
N,-Atmosphare diirfte auch deshalb gering sein, weil in Versuch IV 
allein kein solcher manifest geworden ist. Die Fehlerberechnung besagt 
beziiglich des CO,-Hinflusses natiirlich nichts dariiber, ob sich hinter den 
statistischen Schwankungen nicht doch eine geringe Depression gegen- 
uber Luft verbirgt. Auf jeden Fall mu8 diese aber geringer sein als die 
durch Stickstoff. 


Die Ergebnisse iiber die Nachbehandlungen sind in Tab. 2 zu- 
sammengestellt. Die Mittelwerte ergeben keinen Anhalt fiir eine Wirkung 
der Gasatmosphire bis 15 min nach der UV-Bestrahlung. Der Verdacht, 
da® in Versuch Vb eine geringe Depression vorliegen kénnte, bestatigt 
sich nicht, da y?, (N,/Luft) = 3,090, P = 0,08. Auch laBt die untere 
3o0-Mutungsgrenze des Gesamtdurchschnitts bei N, (8,9%) keine De- 
pression gegeniiber Luft (8,44%) zu. 


Debenal-Resistenz-Mutationen. 


Die Ergebnisse der Versuche III und IV hinsichtlich der Debenal- 
Resistenz-Mutationen in den Simultanbehandlungsversuchen sind in 
Tab. 3 dargestellt. Die linken Zahlen einer jeden Spalte stellen die 
Anzahlen der auf den verschiedenen Verdiinnungsplatten gefundenen — 
Kolonien dar, und zwar bei Verdiinnung 10->.der unbestrahlten und 
Verdiinnung 10~* der bestrahlten Suspensionen die Gesamtzahlen aller 
zahlbaren K olonien (= alle Keime), also auch, und sogar fast ausschlieBlich, 
der kleinen der Normalen. Bei den Verdiinnungen 10~* bzw. 10-? bis 
10° sind die Zahlen gefundener D.Res.-Kolonien aufgefiihrt, davon bei 
10-1 bzw. 10° etwas eingeriickt die Gr.D.Res. Rechts von den Zahlen der 
D.Res. bzw. Gr.D.Res.-Kolonien sind die Mutationsraten eingetragen, 
berechnet als mittlere Zahl Mutanten dividiert durch die Zahl der im 
Mittel je Platte geimpften lebenden Zellen. Diese letzteren Keimzahlen 
ergeben sich aus den dariiber angefiihrten Keimzahlen je Platte bei unver- 
diinnter Suspension multipliziert mit der Verdiinnung, welche aus den 
durch die Zahl der Parallelplatten dividierten erwihnten Gesamtkeim- 
-gzablen links davon berechnet sind. 

Beim Betrachten der eingetragenen Mutationsraten fallt sofort auf, 
daB diese mit zunehmender Keimzahl je Platte abnehmen. Da somit 
die Rate der D.Res.-Mutanten eine Funktion der Keimdichte 
ist, konnen immer nur Behandlungsresultate bei gleicher Keimdichte je 
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Platte miteinander verglichen werden. Daher sind in der Abb. 1 die 
Mutationsraten der verschiedenen Versuche in Abhiangigkeit von der 
Zahl der Keime je Platte eingetragen. Wir sehen, daB die Rate festge- 
stellter D.Res.Kolonien mit der Keimdichte abnimmt von etwa 10-3 bis 
10~* im Wuchsdichtebereich etwa 10? bis etwa 108 Keime/Platte. Die 
Ursache dafiir dirfte in der erwahnten Vielfalt der Mutationstypen 
liegen, die sich nicht nur in der unterschiedlichen Farbung sondern 
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Abb. 1. Abhingigkeit der D.Res.-Mut.Rate von der Keimzahl je Platte nach UV-Bestrahlung 
unter verschiedenen Gasatmosphiaren. 


auch in der Wuchsgeschwindigkeit ausdriickt, und damit in der Fahig- 
keit der Mutanten, sich gegen die Normalen durchzusetzen. Auf den 
Platten hdherer Keimdichte manifestieren sich demnach nurmehr die 
selteneren starkwiichsigen Typen, wahrend auf den locker bewachsenen 
auch die haufigeren, schwachwiichsigen zu sehen sind. Ein besonders 
starkwiichsiger seltener Typ sind die Gr.D.Res. Mit der angewandten 
Methode lassen sich also verschiedene Mutantentypen quantitativ unter- 
scheiden. ' 

Ein Vergleich der fiir die verschiedenen Behandlungen er- 
haltenen Mutationsratenkurven der Abb.1 lehrt nun, da sich 
diese Mutationstypen gegeniiber dem UV unterschiedlich verhalten. 
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Die D.Res. der Dichte 104 lassen iiberhaupt keine Zunahme durch UV 
erkennen, bei den D.Res. von 10® ist diese nur gering, wahrend bei 
den Gr.D.Res. eine sehr erhebliche Zunahme vorliegt. Unterschiede — 
zwischen den Gasbehandlungen sind jedoch nirgends sicher festzustellen. 
Die in der Abbildung angegebenen einfachen Fehlergrenzen sollen nur 
einen ungefahren Anhalt geben. Sie entsprechen etwa der rein stati- 
stischen Porsson-Streuung und sind aus der Wurzel der Zahl Mutanten- 
kolonien dividiert durch die Gesamtkeimzahl errechnet. Dabei wurde 
letztere als relativ fehlerfrei betrachtet, da die Zahl der zu ihrer Be- 
rechnung verwendeten Kolonien meist viel gréBer als die Zahl der 
Mutantenkolonien war. 

Um den EinfluB der Gasatmosphire exakt beurteilen zu konnen, 
wurde unter Verwendung der Mutantenzahlen auf den Einzelplatten 
und auf Grund unbeeinflu8ter Uberlebendenrate (s. u.) das Gesamt 7? 
der Bestrahlungen in N,, CO, und Luft errechnet. Es betragt fiir die 
Gr.D.Res. 77,;, = 28,12, das zugehérige P = 0,03, zeigt also keine oder 
nur fragliche Inhomogenitiét durch simtliche médglichen Variablen 
(Platten, Versuchstage, Behandlung) an. Es ist daher eine Inhomo- 
genitat durch die Gasbehandlungen allein erst recht nicht nachweisbar, 
was auch das x, (N,/Luft) = 1,14, P = 0,29 bestatigt. Dieser Befund 
nicht-iiberzufalliger Variabilitaét innerhalb der Gr.D.Res. bedeutet an- 
dererseits, dai die eingezeichneten Fehlergrenzen etwa zutreffen, so dal 
auch der Unterschied unbestrahlt/bestrahlt gesichert ist. Die Streuung 
innerhalb der bei Keimdichte 10° gewachsenen D.Res. (,,10%-D.Res.**) ist 
jedoch tiberzufallig, da hier das y?, = 57,16 und P = 10°. Sie entspricht 
etwa 6facher Normalstreuung. Jedoch ist diese Variabilitaét nicht durch 
die Gasbehandlung verursacht, da y?, (N,/CO,/Luft) = 57,16—16,61 
—9,73—29,91 = 0,91 mit P—0,63. Ein EinfluB der Anaerobie 
wihrend der Bestrahlung ist also bei keinem der untersuchten D.Res.- 
Typen zu sichern. Allerdings kénnte evtl. eine geringe Depression, 
ahnlich der bei den S-Mut., von den Zufallsschwankungen verdeckt 
werden (siehe Tab. 3, III, Gr.D.Res.). 

' Die nach dem gleichen Schema wie Tab. 3 angelegte Tab. 4 enthalt 
das Ergebnis des Nachbehandlungsversuches. Vergleicht man die 
D.Res.-Zahlen der verschiedenen Gasnachbehandlungen, so erscheinen 
sie recht unterschiedlich. Insbesondere hat die Luft-Nachbehandlung 
sowohl bei den D.Res. als auch den Gr.D.Res. héhere Zahlen erzeugt, 
als diejenigen mit N, oder CO,. Die Uberlebendenrate ist dabei unbe- 
einfluBt. Der Homogenitiitstest fiir die Gr.D.Res. ergibt denn auch ein 
x72 (N,/CO,/Luft) = 8,06, P = 0,017, und damit ‘einen starken Ver- 
dacht auf reale Unterschiede; vor allem durch das 2, (CO,/Luft) = 6,01, 
P= 0,014 ist die geringere Mutationsrate bei CO,-Nachbehandlung 
recht wahrscheinlich. Fiir die 10°-D.Res. der Verdii nnung 10° ist wegen ry 


eN./Luft) = 11,96, P = 5,5-10-* 
und y*, (CO,/Luft) = 22,45, 
P= 1-10~* die Depression durch 
beide Anaerobie-Nachbehandlun- 
gen von 15 min gegeniiber Luft 
gesichert. Sie betragt etwa 70 
bis 75%, der Luftwerte. Da die 
Werte fiir die S-Mutationen eine 
solche Depression nicht zulassen 
(s. o.), liegt ein realer Unterschied 
zwischen beiden Mut.-Typen in 
ihrer Antwort auf Nachbehand- 
lung vor. 


Selektion durch UV bei den 
Debenal-Resistenten. 


Wenn nach einer Versuchs- 
behandlung die Rate der Mutan- 
ten unter den lebenden Zellen 
hoher ist als die spontane, so muf 
das nicht immer auf Mutations- 
auslésung, sondern kann auch 
auf einer selektiven Bevorzugung 
der Mutanten gegenitiber den Nor- 
malen durch das _ einwirkende 
Agens beruhen. Im vorliegenden 
Falle kénnten z. B. die D.Res. 
durch das UV schwacher ge- 
schadigt werden als die Normalen. 
Es ist also zu priifen, inwieweit 
Mutationsausl6sung und Mu- 
tantenauslese zur Mutanten- 
zunahme beitragen. Die Sepa- 
ration dieser beiden Vorgiange 
kénnte am einfachsten dadurch 
geschehen, dafi man die UV- 
Totungssensibilitét der D.Res.- 
Mutanten allein sowie der Nor- 
malen allein bestimmt. Da jedoch 
die Sensibilitét der Mutanten 
durch die Anwesenheit von Nor- 
malzellen beeinfluBt sein kann, 
z. B. durch von den Zellen ins 
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Anzahl der Parallelplatten. 
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Medium ausgeschiedene Stoffe, und da ferner das Typenverhaltnis 
innerhalb der Mutantenpopulation méglichst vergleichbar sein soll, ist 
es giinstiger, die Mutantenraten in Suspensionen mit verschiedener 
Ausgangsmutantenrate als Funktion der Agensdosis zu bestimmen) 
Fir die S-Mutationen war bereits friiher (KAPLAN 1952a) auf diese 
Weise gezeigt worden, da die Zunahme nach UV-Bestrahlung auf Mui 
tationsauslésung beruht. Fiir die analoge Priifung der D.Res.-Mutationer: 
wurde die friihere Methode erweitert, so daB die reine Mutations- unc 
die reine Selektionskurve in Abhangigkeit von der UV-Dosis erhalter 
werden kann. : 


Fiir die mathematische Trennung von Mutations- und Selektions4 
funktion nehmen wir an, daB die Dosis-Funktion der Mutantenrate durch reine 
Auslésung die Form hat m,,,, = mo + F(D), wobei mp die ,,spontane“ Mutations 
rate, D die Dosis, F die Mutationsfunktion darstellt. Fiir kleine Mutantenraten ware’ 
bei Eintrefferauslosung z. B. F(D) = « D. Die Mutantenrate durch Selektion alleim 
ergabe sich aus der Tétungsfunktion der Mutanten und der der Normalen. Ber 
Eintreffertétung ware die Anzahl iiberlebender Mutanten durch die Dosis D gleichi 
My exp—k,, D, die der tiberlebenden Normalen gleich Ny exp — ky, D, wober 
My bzw. N, die Ausgangszahlen von Mutanten- bzw. normalen Zellen ist, ky, und 
ky die entsprechenden Sensibilitatskonstanten. Fiir geringe Mutantengehalte, alsox 
M,< No, ist dann die Mutantenrate durch reine Selektion M go = (Mo/No) expy 
(ky— ky) D =m: f(D). Hier ist M, wiederum die Spontanrate und f(D) die 
reine Selektionsfunktion, wobei die Grundstruktur m, f(D) dieser Formel auch fiir: 
Mehrtreffertétung gilt. Das Zusammenwirken von Mutation und Selektion erhalt: 
man durch Addition der Differentialquotienten der beiden ,,reinen‘‘ Kurven und: 
anschlieBende Integration: d M,,/4 D = mg f(D) und dm Mu! D = FD), alsox 
1 f (mf! + F’)d D = mo f(D) + F(D), wobei m die Mutantenrate infolge Mu-, 
tation und Selektion darstellt. Diese Formel ist nur fiir kleine Mutantenraten m) 
exakt. Sie kann zur getrennten Bestimmung von F(D) und f(D) dienen, falls 2 ex-. 
perimentelle Kurven m,(D) und m,(D) aus 2 Experimenten mit verschiedenen: 
»Spontanraten m >, und my vorliegen. Dann ist wegen Mm, = m,f+F und: 
Mz = Mf + F die Selektionsfunktion f = (my — m,)/ (mo.— Mo) (1.) und die: 
Mutationsfunktion F = m,— mo, f = my — mf (2.). Die Kurven f(D) und: 


F(D) lassen sich hiernach errechnen, wenn man die Werte Mo, Mog, M, UN My CX-- 
perimentell bestimmt hat. 


Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit zwei verschiedenen Ausgangs-. 
gehalten an D.Res. sind in Tab. 5 aufgefiihrt sowie in Abb. 2 darge-. 
stellt. Wir erkennen, daB in der Suspension II nur diejenigen Resistenten | 
vermehrt sind, welche sich bei héherer Keimdichte manifestieren. Dies. 
ist verstandlich und ein weiteres Indizium fiir die Vielfaltigkeit der: 
Resistenz-Mutantentypen, weil die zugesetzten Resistenten aus einer 
Platte der Keimdichte 10° stammen, wo die schwachwiichsigen Mu- 
tanten unterdriickt sind. Wir sehen, daB die starkwiichsigen Resistenten 
(Gr.D.Res., sowie 108-D.Res.) in Suspension I durch UV wiederum ver-. 
mehrt erscheinen, in der Suspension II mit Mutantenzusatz jedoch 
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224 R. W. Kapian: : 
vermindert sind. Dies bedeutet eine durchschnittlich hohere UY- 
Sensibilitiit der Mutanten gegeniiber den Normalen. Die oben ent- 
wickelten Formeln (1) und (2) erlauben eine genauere Festlegung deri 
Dosisfunktion von Mutation und Selektion getrennt. Da nun 
Werte gleicher Keimdichte vergleichbar sind und die zugesetztent 
Mutanten einer Platte mit 10° Keimen entstammen, sind in der Rech-. 
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Abb. 2. Abhiingigkeit der D.Res.-Rate von der Keimzahl pro Platte 
bei verschiedenem Ausgangsgehalt an Mutanten. 


nung die interpolierten Mutationsraten bei 10° Keimen je Platte ver- 
wendet (Pfeil der Abb. 2). Tab. 6 enthalt oben diese Werte fiir die 
Gr.D.Res, und die 10°-D.Res., unten sind die berechneten F und f auf- 
gefiihrt. Abb. 3 gibt die gefundenen Mutations- und Selektions-Dosis- 
kurven fiir beide Mutantentypen. Die Fehlerspannen (s) der experi- 
mentellen Werte wurden nach denen der benachbarten experimentellen 
Punkte geschitzt, die der /'-Werte ergaben sich nach der Fehlerfort- 
pflanzungs-Niherung s°y = (8, 08/0)? + (8m, AF /Am,)® + (8g, OF | 
[0M )? + (8m p90 / Omg2)? FS 8 my + (Simgo™1/Mox)?- Abb. 3 zeigt einen line- 
aren Anstieg der 10°-D.Res- sowie einen quadratischen der Gr.D.Res.- 
Mutationsauslésung mit der Dosis. Der Abfall der Raten infolge 
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Tabelle 6. 
a) Interpolierte Mutantenraten bei 10° Keime/ Platte in Versuch V. 
3 Gr.D.Res. D.Res. 
ermbot Mut.rate, - 10-° Muerte, ° tOrae 
a a rine SE eee ke 
Mo1 (OY crise 110 + 10 
m, 48 + 3 88 + 10 
m, 41+ 2 76+ 4 
Mop 0,55 + 0,2 4,3 + 0,5 
My (1%) 1,15 a 0,3 6,6 ats 0,1 
My, (1) 3,0 ae 0,3 | 9,4 te 0,5 
b) Berechnete Werte fiir f(D) und F(D). 

Symbol Gr.D.Res. D.Res. 

f (%) 0,83 0,77 

F (4%) 0,70 + 0,4- 100 3,3 +0,4-10- 

f (1) | 0,67 0,63 

F (1) 2,63 - 0,3 -10- 6,7 + 0,6-10-5 


Selektion entspricht in seiner Form der exponentiellen Schidigung des 
Bakteriums durch UV. Der lineare Anstieg der 10°-D.Res.-Mutationen 
ist nicht statistisch gut gesichert, weil infolge der tiberzufilligen Streu- 
ung der Experimentalwerte (s.o.) die einfachen Fehlerspannen etwa 


doppelt so groB sein diirften wie die ein- 
gezeichneten. Eine so stark gekriimmte 
Kurve wie die quadratische Funktion 
ist jedoch trotzdem unwahrscheinlich. 
Fir die Gr.D.Res. kann diese aber als 
gesichert gelten. Es ist méglich, daB die 
Entstehung durch 2 Treffer auf Doppel- 
mutantennatur dieses Typs zuriickgeht. 


Keimtotung. 

Fiir die Beurteilung des Einflusses 
der Gasatmosphiare wahrend oder nach 
der UV-Bestrahlung auf die Keim- 
t6tung, d. h. auf die Hemmung der 
Bildung sichtbarer Kolonien, wurden 
die in den Debenal-Versuchen erhal- 
tenen Keimzahlen verwendet, weil diese 
wegen Impfung aus einer graduierten 
Pipette weniger streuen als diejenigen 


e—Selektion 
o—Muration 
O G.DRes. 


Ye 7minUV 


Abb.3. Mutations- und Selektions-Kurven 


d. D.Res. 


der mit Tropfen beimpften Minimalbodenplatten. Der Vergleich der 
Uberlebendenraten auf Bodden mit und ohne Debenal ergibt keine 
gesicherten Unterschiede (5,6% und 4,3% Uberlebende). 


seid 
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Wie Tab.3 (Verdiinnung 10-*bzw. 10~) zeigt, hatte die Gasatmosphiare: 
wihrend der Bestrahlung auf die Keimtétung keinen Einflu8. Die: 
y?-Analyse ergibt 72, (N,/CO,/Luft) = 3,08, P = 0,21, also Homo-. 
genitit. Auch eine unterschiedliche Wirkung der Nachbehandlungen: 
ist nicht bemerkbar, nach Tab. 4 ist die Streuung der Gesamtkeim-. 
zahlen noch geringer als bei Simultanbehandlung. 


Folgerungen. 


Die mitgeteilten Versuche ergaben, da die UV-induzierten: 
S-Mutationen bei Einwirkung von Stickstoffatmosphare wahrend der; 
Bestrahlung um etwa 20% gegeniiber Bestrahlung in Luft vermindert| 
sind. Kohlendioxyd verursachte eine solche Depression nicht. Die D.Res.- : 
Mutationen zeigten demgegeniiber keinen statistisch zu sichernden Ein- 
fluB dieser Simultanbehandlungen. Es ist jedoch méglich, da auch hier’ 
durch N, die gleiche, aber innerhalb der Fehlerspanne bleibende De- 
pression verursacht wird. Die 15 min lange Nachbehandlung mit den: 
Gasen hatte bei den S-Mutationen keinen Effekt; dagegen konnte eine 
etwa 25—30% ige Minderung der D.Res.-Mutationen durch N, wie auch 
CO, gegeniiber Luft gesichert werden. Die Keimtétung war durch Simultan- 
wie Nachbehandlung unbeeinfluBt. Die mutationsauslésende Wirkung des 
UV konnte nur hinsichtlich der spontan selteneren, stiirker wichsigen 
D.Res.-Mutationstypen nachgewiesen werden, bei den haufigeren schwach- 
wiichsigen ware sie, wenn sie in gleichem absolutem AusmaB wie bei jenen 
vorhanden wire, von der hohen Spontanmutabilitat tiberdeckt geblieben. 

Nach diesen Befunden ist ein EinfluB anaerober Bedingungen 
auf die UV-Effekte bei Bakterien nur gering oder nicht vorhanden, 
Fiir die Keimtétung bedeutet dies einen wesentlichen Unterschied gegen- 
tiber dem Roéntgenstrahleneffekt, der ja eine erhebliche Anaerobieabhin- 
gigkeit aufweist (z. B. ANDERSON sowie HOLLAENDER et al.). Legt man 
fiir die genetische Wirkung der Réntgenstrahlen die Befunde tiber Chro- 
mosomenbruchmutationen zu Grunde, so wiirde gleichfalls ein starker 
Unterschied im Anaerobieeffekt gegeniiber unseren Ergebnissen mit UV 
bei Bakterien bestehen. Dies kénnte z. B. so gedeutet werden, daB die 
Rontgenstrahlen mehr riumlich ,,indirekt‘‘ wirken, der Treffer also auBer- 
halb des Chromosoms stattfindet und dort bei geniigend hohem O,-Druck 
ein mutagenes Molekiil (z. B. H,O,) erzeugt, wahrend das UV mehr ,,di- 
rekt“*, innerhalb der DNS der Chromosomen absorbiert wird und somit 
der Redoxzustand der Umgebung keine solche Rolle spielt. 

Jedoch erscheint es beim Betrachten der schon eingangs aufgefiihrten 
Erfahrungen nicht zulissig, die cytologisch gefundenen Chromosomen- 
verinderungen mit den genetisch nachgewiesenen ,,Faktor‘‘-Mu- 
tationen gleichzusetzen, wie insbesondere die viel geringere Depression 
dieser gegeniiber jenen bei anaerober Réntgenbestrahlung beweist (s. a. 
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KAPLAN 1950 a u.c). In gleiche Richtung deutet die Uberschau der Er- 
yebnisse mit mutagenen Chemikalien (WESTERGAARD u. Mitarb. 1951), wo- 
1ach es Stoffe mit mehr Briiche gegeniiber solchen mit mehr Genmutatio- 
1en auslosender Wirkung zu geben scheint. Da unsere Methode bei Bact. 
prodigiosum der genetischen entspricht, also vitale Faktor-Mutationen 
estet, ist es wohl moglich, ja wahrscheinlich, da der gefundene geringe 
oder fehlende Anaerobieeffekt des UV nicht so sehr durch die UV-Strahlung 
als soleche verursacht ist als vielmehr durch die Tatsache der Testung von 
hauptsichlich Genmutationen. Beriicksichtigen wir, da auch unter den 
Faktormutationen oft ein gewisser Anteil Bruchmutationen sein dirfte 
(monofaktorielle Deletionen, Duplikationen sowie Inversionen und 
Translokationen mit Positionseffekt, Bruchrestitutionen u. a.), so kann 
man als Arbeitshypothese annehmen, da nur die Bruchmutationen er- 
heblich O,-bediirftig, die echten Genmutationen jedoch O,-unabhangig 
in ihrer Auslésung durch Strahlung sind. Der Grad des Anaerobieeffektes 
der Faktormutationen wire dann parallel dem Gehalt an Bruchmuta- 
tionen. Dies wiirde zusammenstimmen mit der relativ groBeren Anaero- 
biedepression (BAKER u. ScouRAKIsS) und dem bekanntlich erheblichen 
Bruchanteil der rezessiven Letalmutationen von Drosophila gegeniiber 
den Faktormutationen von z.B. Antirrhinum oder Hordeum. Die er- 
wahnten, in einem MehrtrefferprozeB durch Réntgenstrahlen ausgelésten 
und stark O,-abhingigen Prototrophie-Mutationen in dem purinless- 
Stamm von Bact. coli (ANDERSON) mégen demnach vorwiegend Bruch- 
mutationen sein, wahrend die Sd-4-Prototrophen hauptsichlich Gen- 
mutationen waren. Die in unseren Versuchen getesteten S-Mutationen 
von Bact. prodigiosum enthielten somit gleichfalls zu einem geringen Teil 
Bruchmutationen ahnlich wie die Keimlingsmutationen von Gerste in 
den Versuchen von HaYDEN u. SMITH. 

Natiirlich ist diese Differenzierung beider Mutationstypen nur grob 
und ein erster Versuch. Es ist durchaus méglich, daB diese Gruppen nur 
die besonders hiufigen Extreme einer ganzen Skala von Typen der O,- 
Abhiangigkeit darstellen. Auch ist anzunehmen, dab nicht nur der O,- 
Mangel allein, sondern zusiitzlich auch noch andere Faktoren wichtig 
sind. Die fehlende Depression der S-Mutationen bei CO,-Atmosphare 
kénnte zum Beispiel durch das Interferieren der Anaerobie mit einer 
pu-Senkung zustande kommen. Auch mit spezifischen Unterschieden 
in der BeeinfluBbarkeit der Strahleneffekte zwischen Gruppen inner- 
halb der Gen- sowie auch innerhalb der Bruchmutationen ist zu rechnen, 
nachdem sich fiir solche ,,elektive’’ Mutabilitaét immer mehr Indizien 
ansammeln (Zusammenstellung bei Kaptan 1952 b). Unser Befund, da8 
die D.Res.-Mutationen durch Nachbehandlung gesichert vermindert 
worden sind, wihrend dies fiir die S-Mutationen nicht moglich ist, ist 
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Die Frage, ob zwischen dem Anaerobieeffekt bei Réntgen- und UV-Be 
strahlung ein Unterschied besteht, muB vorerst noch offen bleiben, da Ver 
suche mit beiden Strahlen am gleichen Objekt und gleichen Mutationstyy 
noch nicht vorliegen. Bei Bact. prodigiosum sind Réntgenversuche zum Ver 
gleich eingeleitet. Sehr wiinschenswert bleibt andererseits die Untersuchung 
des O,-Effekts bei UV-induzierten Chromosomenbruchmutationen. 

Die deutliche, wenn auch geringe Anaerobiewirkung auf die gene 
tischen UV-Effekte im Bact. prodig osum zeigt O,-bediirftige Reak. 
tionsschritte auch beim oder nach dem UV-Treffer an. Die Depressiorx 
der D.Res.-Mutationen bei 15 min Nachbehandlung besagt, da8 hie: 
noch nach der Strahlenabsorption ein Teil der Effekte durch O,-Mange: 
unwirksam gemacht werden kann. Der UV-Treffer leitet also offenbai 
eine Kette von Prozessen ein, die noch langere Zeit nach der Bestrah. 
lung weiterlaufen und an deren Ende erst die definitive Anderung de: 
Genlokus steht. In einem Teil der Zellen ist einer (oder mehrere) diese 
Reaktionsschritte O,-bediirftig und wird bei Anaerobie unterbrochen 
Bei den S-Mutationen scheint ein friiher, bei den D.Res.-Mutationer 
(auBer dem friihen?) ein spiterer solcher Schritt vorhanden zu sein. Dies 
sowie auch die nur teilweise Reversibilitat der Folgereaktionen bedeutet 
eine Uneinheitlichkeit der Trefferwirkung, z. B. dadurch, daB sie an ver- 
schieden gebauten Chromosomenstellen oder anderen Zellteilen statt- 
findet. Hier liegt eine Analogie der ,, Anaerobie“‘-Reversion zu der Photo- 
reversion der UV-Effekte (KmLNER, Novick u. SctLaRD, NEWCOMBE U. 
WHITEHEAD, SNYDER-BRown) vor. Einen gewissen Unterschied zwischer 
UV- und Rontgenmutagenitit deutet vielleicht die Unbeeinflu8barkeit 
dieser durch Anaerobie-Nachbehandlung an (GiLEs a. Riney 1950). Hier 
scheint also der in unseren UV-Versuchen deutliche O,-abhingige ,,Spat- 
schritt“‘zu fehlen; vielleicht spielt aber auch hier wieder der Unterschied 
zwischen Gen- und Bruchmutationen mit. 

Der Eingriff der Anaerobie auf die UV-Treffer-Folgereaktionen ist 
ebenso wie die Photoreversibilitait und andere ,,Nacheffekte ein Beweis 
fiir eine zeitlich ,,indirekte“ Wirkung der Strahlen, d.h. die Mu- 
tation ist mit dem Treffer nicht ,,fertig‘‘, sondern zeitlich zwischen 
Treffer und stabilem mutierten Zustand des Lokus ist eine Reaktions- 
kette geschaltet. Dies legt die Frage nahe, ob der genetische Strahlen- 
effekt auch riumlich indirekt ist, ob also der Trefferort auBerhalb 

des mutierten Chromosomenlokus liegt. Hierfiir bestehen zwei grund- 
sitzliche Méglichkeiten: 1. kénnte der Treffer zwar im Chromosom. 
jedoch auf erhalb der schlieBlich mutierten genetisch wirksamen Stelle, 
des Gens, stattfinden. 2. kénnte er auBerhalb des Chromosoms im 
Kernraum, Cytoplasma oder gar der Zellumgebung liegen. 

Die Entstehung der Mutationen unabhingig voneinander durch je 
einen Strahlen-Treffer, die aus der Tatsache der Potsson-Verteilung von 
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Ein- und Mehrfachmutationen (Kaptan 1942/48) folgt, schlieBt eine In- 
direktheit in dem Sinne aus, da durch einen Treffer irgendwo in der Zelle 
eine Stoffwechselumstellung stattfindet, die zur Erzeugung von Mutatio- 
nen, Z. B. durch mutagene Stoffwechselprodukte, fiihrt. Denn dann miiBte 
eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir Mehrfachmutationen in mutierten 
(,.getroffenen“) Zellen vorliegen (fiir Chemikalien ist dies jedoch nicht aus- 
geschlossen, da noch nicht gepriift). Die indirekte Strahlenwirkung 
kann also nur darin bestehen, daB vom Trefferort aus die Energie durch 
ein einziges wanderndes ,,Strahlengift‘‘-Molekiil zum Mutationsort iiber- 
tragen wird. Bei,,intramolekularer“ Energieleitung ohne Bewegung eines 
freien Molekiils, durch Elektronenleitung, Dipolresonanz, Protonenver- 
schiebung u.a., sollte man zunachst nicht von réumlich indirekter Wirkung 
sprechen, da der Trefferort hier mit zum Molekularbereich des Gens gehort. 

Fir die genetische UV-Wirkung darf als wahrscheinlicher Treffer- 
ort Nucleinsaure betrachtet werden. Bei raumlich indirekter Wirkung 
wiirde also wahrscheinlich ein durch UV verindertes NS-Molekiil oder 
ein Spaltstiick als (erstes) energietibertragendes, wanderndes Partikel 
‘ funktionieren. Da bei den S-Mutationen die O,-abhingige Reaktion zeit- 
lich unmittelbar beim Treffer liegt, kame das getroffene NS-Molekiil 
selbst als Ort dieser ,,Oxydation“ in Frage. Bei den D.Res.-Mutationen 
wire (daneben?) dieses NS-Molekil bei seiner spateren Reaktion mit dem 
Gen, mit einem anderen, zwischengeschalteten Reaktionspartner, oder 
eine weitere Zwischenreaktion O,-bedirftig. Im Falle einer raéumlich 
direkten Wirkung des UV wiirde sich die Reaktionsfolge mit den ,,oxy- 
dativen“ Schritten im Molekularbereich des Gens abspielen und in der 
dazugehorenden Nucleinsiure durch ein UV-Quant gestartet werden. 
Dann wire also der das Gen enthaltende oder darstellende Reaktions- 
bezirk erheblich kompliziert aufgebaut, was dem durch die Erforschung 
der Allele und Pseudoallele (z. B. GoLpDScHMIpT, DEMEREC) entwickelten 
Bild durchaus entsprache, ja bei der kolloidalen Dimension und dem bis 
jetzt bekannten chemischen Bau des Chromosoms nicht verwunderlich 
wire. Auch die Analyse der zu genetischen Mosaiks fiihrenden Mutations- 
verzégerung speziell bei den S-Mutationen (KaPLan 1952 a) zeigt den Ab- 
lauf von spaten Folgereaktionen im Innern des Gens an und damit eine 
erhebliche Komplikation dieses Gebildes. Leider reichen unsere bisherigen 
Erfahrungen noch immer nicht aus, um die schwierige, aber so grundsitz- 
licheFrage sicher zu entscheiden, ob Strahlen raumlich direkt im letzten 
oder indirekt im ersten Sinne wirken. Dies kann erst nach Sammlung 
weiterer experimenteller Daten geklart werden, wobei die Untersuchung 
des Effektes sekundirer Faktoren wihrend oder nach der Bestrahlung 
Wesentliches beitragen konnte. 

Anhangsweise mag noch die Tatsache betrachtet werden, daB die 


schwicheren D.Res.-Mutationen spontan so tiberraschend hiufig 
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(etwa 10-8) und in groBer Typenmannigfaltigkeit in Bact. prodigio- 
sum entstehen. Dies bedeutet wohl, daB eine, wenn auch meist kleine 
Resistenzerhéhung durch viele Mutationen als ,,Pleiotropieeffekt resul- 
tiert, daB also wohl viele physiologische Wege zur Resistenz mdglich 
sind. Der Selektion stehen damit in niederen Sulfonamidkonzentrationen 
eine Riesenmenge resistenter Mutanten verschiedensten Typs zur Ver- 
fiigung, z. B. in einer Reagenzglaskultur mit 10° Zellen Millionen Mu- 
tantenzellen. Dadurch kann leicht eine Summierung von Mutations- 
schritten und damit Resistenzsteigerung erfolgen. Eine allmahliche 
Erhéhung der Giftkonzentration im Laufe der Kultivierung eines 
Stammes kénnte infolge Selektion und spontaner Mutation zu einer all- 
miahlichen, gleitenden Zunahme der durchschnittlichen Giftfestigkeit 
fiihren. Die Haufigkeit, breite Streuung und schwierige Abgrenzbarkeit der 
Mutantentypen unterschiedlichen Resistenzgrades wiirde dabei das ge- 
wohnte Bild der ,,Seltenheit und Sprunghaftigkeit*‘ der Mutationen vdllig 
verwischen. Dadurch wiirde ein Adaptationsmechanismus mit ,,gerichteter 
erblicher Veriinderung” imitiert, wie er in gewissen Fallen plasmatischer 
Vererbung, z. B. bei Paramaecium oder Epilobium, bekannt geworden ist. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft stellte wesentliche Teile der Bestrahlungs- 


apparatur zur Verfiigung, wofiir bestens gedankt sei. Fiir technische Hilfe danke 
ich Frl. H. Dirrricn und Fri. R. Mrerxke. 


Zusammenfassung. 


Bacterium prodigiosum wurde mit UV 254 my bestrahlt, wobei die 
Zellensuspension wahrend oder bis 15 min nach der Bestrahlung unter 
N,-, CO,- oder Luftatmosphire gehalten wurde. Dann wurde die Rate 
der Farbsektor-(S-), der Debenalresistenz-(D.Res.-)Mutationen sowie 
die Keimtétung getestet. 

Die Rate der D.Res. auf debenalhaltigem Boden fiel mit der Menge 
der Keime je Platte, was durch die Mannigfaltigkeit der Mutationstypen 
zustande kommt, insbesondere deren verschiedene Wiichsigkeit gegen- 
tiber den bei der gewihlten Giftkonzentration auch noch schwach wach-_ 
senden Normalen. Dies konnte zu getrennter Testung verschiedener 
D.Res.-Mutationstypen dienen. Mutationsauslésung durch das UV konnte 
fiir die spontan hiufigen schwachwiichsigen D.Res.-Typen nicht erkannt 
werden, da sie, wenn vorhanden, von der Spontanmutabilitiat iiberdeckt 
worden wire. Fiir die bei hdherer Keimdichte wachsenden D.Res.-Mu- 
tanten sowie einen besonders groBe Kolonien bildenden Typ (Gr.D.Res.) 
konnte mit einer neu entwickelten Methode die UV-Dosis-Kurve der 
Mutationsauslésung getrennt von der Mutantenauslese erhalten werden. 
Fir Gr.D.Res. entsprach jene einer Zweitreffer-, fiir die anderer D.Res. 
einer Kintrefferfunktion, diese zeigte eine stiirkere UV-Empfindlichkeit 
hinsichtlich Keimtétung dieser Mutanten an. 
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Die S-Mutationsrate wurde durch N, wihrend der UV-Bestrahlung 
um etwa 20%, vermindert, durch CO, jedoch nicht. Die Keimtétung war 
von beiden anaeroben Bedingungen nicht beeinfluBt. Auch die D.Res.- 
Raten zeigten keine Antwort auf die Anaerobie, wenn auch eine 20 % ige 
Depression innerhalb der Fehlergrenzen méglich wire. Die Nachbehand- 
lung mit N, wie auch CO, senkte signifikant die Rate der D.Res.-Mu- 
tationen um etwa 20—30%, die S-Mutationen zeigten dagegen gesichert 
keine solche Depression. Auch auf die Keimtétung war ein Einflu8 von 
CO, oder N,-Nachbehandlung nicht nachweisbar. 

Aus fritheren Ergebnissen iiber Réntgenbestrahlungen, z.T. auch 
anderer Autoren, ergibt sich, daB die Genmutationen keinen oder 
schwacheren Anaerobie-Effekt zeigen als die Chromosomenbriiche. Der 
geringe bei Bact. prodigiosum gefundene Effekt bei UV kénnte demnach 
auf der Testung von vorwiegend Genmutationen beruhen, vielleicht 
weniger auf der anderen Natur der UV-Strahlen. Die abweichende CO,- 
Wirkung ist vielleicht durch gleichzeitige py-Verainderung bedingt. Die 
Wirkung der Anaerobie wahrend und nach der Bestrahlung zeigt O,- 
‘abhangige frithe und spite Folgereaktionen des Treffers in der Nuclein- 
sdure an. Das unterschiedliche Verhalten der S- und D.Res.-Mutationen 
ist wohl ein Beispiel elektiver Mutabilitat. Die Moglichkeiten zeitlich 
und raumlich direkter und indirekter Strahlenwirkung werden disku- 
tiert. Auf die Bedeutung der Haufigkeit und Typenmannigfaltigkeit der 
D.Res.-Mutationen fiir den Adaptationsmechanismus wird hingewiesen. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen an bakterienfreien Massenkulturen 
der einzelligen Rotalge Porphyridium cruentum Naegeli. 


Von 
WULF KOocH. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 8. Oktober 1952.) 


Die Massenkultur einzelliger Algen hat fiir ernahrungs- und _stoffwechsel- 
physiologische Untersuchungen und nicht zuletzt zur Erzielung von Massenernten 
zwecks wirtschaftlicher Nutzung (u. a. HARDER u. v. WirscH 1942b, SporHR 1951) 
groBe Bedeutung erlangt. Als Versuchsobjekte dienten dabei vor allem einzellige 
Griinalgen wie Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus u. a., in einigen Fallen auch 
Diatomeen (KETCHUM u. REDFIELD 1938, HarpER u. v. WirscH 1942a, v. DENFFER 
1948). Fiir die Untersuchung physiologischer Probleme an Rotalgen hat es dagegen 
bislang an geeigneten Objekten gefehlt. Man war gezwungen, direkt dem natiir- 
lichen Standort entnommenes Material auszuwerten, da nur selten einige Arten fiir 
langere Zeit unter Laboratoriumsbedingungen in Kultur gehalten werden konnten. 
So gelang es (Kocx 1950) u.a.in T'railliella intricata Batters eine relativ gut wach- 
sende Meeres-Rotalge zu finden, die auch im Laboratorium zentimetergroBe Pflanzen 
bildet und nun schon seit iiber 4 Jahren — ebenso wie der dazugeh6érige Gametophyt 
Bonnemaisonia hamifera — in Kultur gehalten wird. Dennoch ist fiir vergleichende 
Serienuntersuchungen auch bei dieser Alge das Wachstum noch zu langsam und zu- 
dem die Kultur im Inland infolge der Notwendigkeit von Hochseewasser relativ 
kostspielig. 

Erfahrungen in unserem Institut mit Massenkulturen verschiedener 
einzelliger Algen (HARDER u. V. WirtscH 1942, v. WitscH 1948, v. DENF- 
FER 1948, KaTHEen 1950, GERDES 1951, AacH 1952) und mit Wachstums- 
untersuchungen an verschiedenen marinen Rotalgen fiihrten aber zu 
erfolgreichen Versuchen mit der ,,Blutalge‘‘ Porphyridium cruentum 
Naegeli. Dabei interessierte zunichst die Herstellung von Massen- 
kulturen dieser einzelligen Rotalge sowie die Untersuchung ihrer Farb- 
stoffzusammensetzung unter verschiedenen Belichtungsbedingungen. 


I. Experimenteller Teil. 
A. Massenkultur und Wachstumsversuche. 


1. Materialund Kulturmethode. 


Porphyridium cruentum Naeg. ist eine einzellige, meist einkernige Rotalge 
(Bangiales) mit einem zentral gelegenen sternformigen Chromatophor, der neben 
Chlorophyll Carotin, Xanthophyll und Phycoerythrin enthalt. Die pectindse Zell- 
wand wird von einer Gallerthiille umgeben, welche die Algen zu dichten Lagern 
vereinigt. Die Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung bei einfacher Durchschniirung 
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der Zellen. Unter bestimmten AuBenbedingungen findet auch Mehrfachteilung viel- 
kerniger Zellen statt. Geschlechtsvorginge sind unbekannt (siehe auch ViscHER 
1935, GEITLER 1944). 

Das Material fiir die nachstehende Untersuchung stammt aus dem Géttinger 
FarngewAachshaus, wo die Alge an den feuchtgehaltenen Tuffsteinen schattiger 
und in Bodennahe liegender Stellen in manchen Jahren reichlich auftritt. 

Zur Gewinnung von zunachst Rohkulturen wurden die gallertigen Porphy- 
ridium-Lager in wenig Erddekoktlésung aufgeschwemmt und je ein Tropfen der so 
entstandenen noch unreinen Algensuspension auf 
angefeuchtetes Filtrierpapier gebracht, wo dann — 
in feuchten Kammern — nach einiger Zeit aus den 
Randzonen der Impfstellen einzelne Zellen mit einer 
Glascapillare isoliert werden konnten. Diese wurden 
liber 1,8%igen Nahragar zu bakterienfreien 
Stammkulturen herangezogen. 


Das Wachstum von Porphyridiwm! in 
Flissigkeitskulturen war zunachst unbe- 
friedigend (vgl. ViscHER 19357). Die Kulturen 
standen in ERLENMEYER-Kolben (200 cm?) 
mit etwa 100 cm’ Nahrlosung am Nordfenster 
des Arbeitsraumes. Erst ein Zusatz von na- 
tiirlichem Seewasser (PRINGSHEIM 1949) zu 
einer modifizierten SCHREIBER-L6sung ergab 
bessere Resultate. Jedoch waren die an den 
GefaBwinden sich absetzenden oder an der 
Oberflache der Nahrlésung entstehenden 
gallertig verschleimten Algenmassen zu un- 
gleichmaBig im Nahrmedium verteilt und fiir 
serienmaBige Untersuchungen nicht zu ge- 
brauchen. Zur besseren Durchmischung und 
Auflockerung der Kulturen zu Hinzelzellen 
wurden deshalb die bereits mehrfach im app. i. Durechiiftungsgefais mit 
hiesigen Institut verwendeten Durch- ieee ey SG Bo) 

: use c. | * = Luftstrom. 
liftungskulturen angesetzt. 


GleichmaBig hohe (30 cm) und 4 cm breite, am unteren Ende mit einer Diise 
versehene Glasrohre (Abb. 1) standen senkrecht halbkreisformig um eine in flieBen- 
dem Wasser gekiihlte elektrische Birne. Ein durch Wattefilter gereinigter Luftstrom— 
mittels einer Kolbendruckpumpe zugefiihrte Frischluft — durchperlte die in der 
Rohre stehende Nahrldsungssaule gleichmaBig von unten mit regelmakig aufein- 
ander folgenden Luftblasen. Ein durchbohrter Gummistopfen mit Glasrohr und 
Wattefilter (zum Einfiillen der Nahrlésung und des Impfmaterials sowie zum Aus- 
tritt des zugefiihrten Luftstroms) schlo8 das Rohr nach oben ab. Vor jedem 


1 Die von Herrn Prof. E. G. PrrngsHetm (Cambridge) und Herrn Prof. W. ViscHER 
(Basel) spiter freundlicherweise zur Verfiigung gestellten Porphyridiwm-Kulturen 
zeigten in gleichlaufenden Wachstumsversuchen das gleiche Verhalten wie der 


Gottinger Stamm. 
2 Hier auch zahlreiche Literaturangaben iiber friihere Arbeiten. 
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Versuch wurden die sorgfaltig gereinigten KulturgefaBe im Dampftopf sterilisiert, an- 
schlieBend an die Durchliiftungsanlage angeschlossen, mit der getrennt sterilisierten 
Nahrlésung (100 cm?) aufgefiillt und beimpft. 1 

Die Lichtintensitat (gemessen mit einer Selenphotozelle S60 von Dr. B. 
Lanag, Berlin) konnte durch Auswechseln von Gliihlampen verschiedener Watt- 
stiirke und Schattierung einzelner KulturgefaBe mit Pergament- oder Filtrier- 
papiermanschetten variiert werden. Die Temperatur wurde durch starkere oder 
schwichere Kiihlung der Gliihlampen reguliert und standig direkt in einer der durch- 
liifteten Flissigkeitskulturen gemessen (Schwankung von + 1,0°). 

Als Impfmaterial muBte stets die aus einer Durchliiftungskultur ent- 
nommene Algensuspension verwendet werden, da in ruhenden Kulturen die einzelnen 
Zellen sich schnell wieder zu zusammenhangenden Algenfilmen oder -lagern vereini- 
gen und deshalb ein zahlenmaBig nur ungenau zu erfassendes Impfmaterial ergaben. 

Die Bestimmung der Zellenkonzentration zur Kontrolle der Impfdichte und 
des Zellenzuwachses in den Kulturen der einzelnen Versuchsserien erfolgte in einer 
Zahlkammer (Thoma-Zeiss) unter Berechnung der Mittelwerte aus mindestens 
10 Einzelzahlungen. 

Nach orientierenden Versuchen erwies sich fiir die Massenkultur von Porphy- 
ridium in DurchliiftungsgefaBen folgende Nahrloésung als am besten geeignet: 
Ad 1000 cm? Grundlésung — bestehend aus 500 cm’ aqua Quarz! und 500 cm See- 
wasser (3,2%ig) — 0,4 g MgSO,-7 H,O, 0,05 g KH,PO,, 1,5 g KNO,, 0,005 g Fe- 
Citrat (mit einem Zusatz von 0,005 g Citronensdure, siehe RonpE 1948), 20 cm* 
Erddekokt; px 8,1. 

Die relativ hohe Nahrsalzkonzentration verhindert Mangelerscheinungen bei 
Kulturen langerer Versuchsdauer; sie ist natiirlich fiir normale Agar- oder 
Flissigkeitskulturen in dieser Menge nicht erforderlich. Aus Ersparnisgriinden 
wurde das Seewasser spiter durch ein Seesalzpraparat ersetzt. 


2. Entwicklung in den Durchliftungskulturen. 

Die Durchliftungskulturen fairbten sich bereits nach wenigen Tagen 
bei einer mittleren Lichtintensitaét (Dauerbeleuchtung von 5000 Lux) 
und Temperatur von 20,0 + 1,0° leb- 
haft rot und ergabenz. B. nach 11 tagiger 
Versuchsdauer bei einer EKinsaatdichte 
von 98 Zellen/mm® einen fast 50fachen 
Ernteertrag. 

Der Einflu8 der Lichtintensitat 
auf die Zellvermehrung ergibt sich aus 
Abb. 2. Nach einer Versuchsdauer von 
7 Tagen war in den Starklichtkulturen 
(80000 Lux) die Zellenzahl mehr als 
Abb. 2. Porphyridiwm cruentum. Wachs- 4mal 80 grof als in den Schwachlicht- 
tum von Durehlitftungskulturen bei ver- kulturen. Die optimale Lichtintensitat 

schiedenen Lichtintensititen. : . 
Versuchsdauer 7 Tage, Dauerbelichtung. wurde nicht naher ermittelt. Bei Dauer- 
beleuchtung mit mehr als 30000 Lux 
traten aber in den heranwachsenden Kulturen bereits starke Verfir- 
bungen und in zunehmendem Mafe abgestorbene Zellen in den Suspen- 


ZeHen/mm3 


1 Uber Quarz destilliertes Wasser einer Heraeus-Apparatur. 
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sionen auf. Unterhalb 150 Lux gelang es nicht, frisch beimpfte Kul- 
turen zur Entwicklung zu bringen. Auch bei Algensuspensionen hoher 
Zellenkonzentrationen, die der gleichen Lichtintensitaét ausgesetzt 
wurden, konnte keine weitere Zellvermehrung festgestellt werden. 

Der Einflu8 der Temperatur?! auf den Zellenzuwachs in den Durch- 
liftungsgefaBen ergab innerhalb 18—22°C keine wesentlichen Unter- 
schiede. Selbst Temperaturen von 26° wurden bei 7tagiger Versuchs- 
dauer (Dauerlicht 5000 Lux) ohne Schadigung der einzelnen Zellen 
ertragen. Dabei war das — hier nicht zahlenmafig erfaBte — Wachstum 
besser als unterhalb 18°, wo nach einer Woche bei gleicher Kinsaat- 
dichte erst eine schwache Anfairbung der Nahrldsung zu sehen war; die 
za gleicher Zeit beimpften Versuchsgefife bei 25—26° enthielten zu 
diesem Zeitpunkt bereits eine dicht-rote Algensuspension. 


B. Farbstoffbestimmungen. 
1. Methodik. 


Zur quantitativen und méglichst schnellen Bestimmung der Farbstoffe bei 
groBeren Versuchsserien aus relativ geringen Algenmengen wurde folgende Methode 
ausgearbeitet: Von den in den DurchliiftungsgefaBen wachsenden Algensuspensionen 
wurden je 5 cm? abpipettiert?, und die Algenzellen in einer Filtrierapparatur (Modell 
Stefi 4 der Membranfiltergesellschaft Gottingen) mit einem Cella-Filter® Nr. 2 
von der Nahrlésung durch eine Wasserstrahlpumpe (9 mm Hg) abfiltriert. Der auf 
dem Filter gleichmaBig ausgebreitete Algenriickstand wurde anschlieBend — unter 
langsamem Anheizen —im Thermostaten 12 Std bei 48° getrocknet. Dann wurden 
die Farbstoffe extrahiert (siehe unten) 
und ihre Konzentration mit einem 0,4 


Colorimeter ,,Leifo K‘‘ bestimmt. Zur 
Priifung der Giiltigkeit des BrErschen =x oe 
Gesetzes wurden vergleichende Mes- he 
sungen an verschiedenen Konzentra- ne 
tionsstufen einer Chlorophyll- und y Ql 
Phycoerythrin-Standardlésung vorge- > 


nommen. Sie ergaben innerhalb eines 
bestimmten und fiir die Versuche in 
erege fencer earn aes Abb. 3. Porphyridium cruentum. Extinktionswerte 
bereiches eine lineare Anordnung der a) einés ad onoticoknk Chlorophyll: und b) eines 
Extinktionswerte (Abb. 3). 0,1% Na,CO,;-Auszuges von Phycoerythrin bei 
Chlorophyll. Der auf dem Cella- steigender Konzentration. 

Filter getrocknete Algenriickstand 

wurde in einer Porzellanschale mit zunachst 5 cm*® Methanol eluiert, der entstehende 
Chlorophyllauszug nach einigen Minuten abgegossen und das Filter sowie die 


0 O$5 1,0 45 20 
Konzentration 


1 Apparatur siehe Kocn (1950, 8. 637). An Stelle der Standglaser wurden die 


DurchliiftungsgefaBe verwendet. 

2 Bei schwach wachsenden Kulturen geringer Zelldichte empfiehlt es sich, 10 cm* 
oder mehr zu nehmen, um groBere Pigmentmengen und damit auch bei den Konzen- 
trationsmessungen genauere Werte zu erzielen. 

8 Bestandig auch in organischen Lésungsmitteln. Membranfiltergesellschaft Got- 


tingen. 
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inzwischen tief-rot gefarbten Algenzellen (Fallung des Phycoerythrins) mit weiteren 
5 cm? Methanol nachgewaschen. Beide Ausziige wurden zusammen im MeBkolben auf 
10 cm? aufgefiillt und anschlieBend mit dem Farbfilter 620 mu photometriert. Fir 
jede Konzentrationsbestimmung wurde dabei der Mittelwert aus 10 Einzelmessun- 
gen festgelegt. 

Die Zuverlassigkeit dieser Extraktions- und Bestimmungsmethode ergab sich 
aus 10 nacheinander ausgefiihrten Einzelbestimmungen an einer bei mittlerer 
Lichtintensitat herangewachsenen Durchliiftungskultur; die 10 Extinktionswerte 
(Filter 620 my) zeigten nur geringe Abweichungen voneinander (0,032, 0,034, 0,034, 
0,034, 0,034, 0,034, 0,034, 0,030, 
0,034, 0,036 je5 cm? Zellensuspension). 
Derartige Reihenuntersuchungen wur- 
den mehrfach wiederholt und ergaben 
stets das gleiche Resultat. 


Phycoerythrin. Der auf dem 
Filter getrocknete Algenriickstand 
wurde in einer Porzellanschale mit — 
5 cm® einer 0,1% Na,CO,-Lésung 
iibergossen, nach 1—2 Std (abgedun- 
kelt) mit einem feinen Pinsel vom 
Filter in die Schale abgestrichen und 
das Filter nach Abwaschen mit wei- 
teren 4 cm? Carbonatlésung entfernt. 
Dadurch wird verhindert, daB ein — 
wenn auch nur geringer — Teil des 

: : Farbstoffes irreversibel am _ Filter 

400 440 6-480 520 S60 600 640 60M 720 ingen bleibt. Nach 6—12stiindiger 

a Extraktion im Dunkeln bei niedriger 

is. rere coe oT eae Oe ae 

Wi00,, Anand b) ams Gallauiteehsemiitie inzwischen griingefarbten Algenzellen 

in schwacher Salzlésung. abzentrifugiert werden. Das stark 

fluorescierende Filtrat wurde im MeB- 

kolben auf 10 cm’ aufgefiillt und anschlieBend mit dem Farbfilter 530 my photo- 
metriert?. 

Wie bei der Chlorophyllbestimmung wurde die Methode der Extraktion in 
mehreren Reihenuntersuchungen gepriift. Zwar traten die Abweichungen vom 
Mittelwert hier stirker als beim Chlorophyll auf (0,030, 0,028, 0,031, 0,028, 0,030, 
0,029, 0,030, 0,030, 0,029, 0,028), sie lagen jedoch noch innerhalb der Fehlergrenzen. 
Die auftretenden Schwankungen sind sehr wahrscheinlich auf die Anwesenheit der 
in den getrockneten Algen vorhandenen quellbaren Pectine zuriickzufiihren, die 
einen geringen Anteil des Phycoerythrins bei der waBrigen Extraktion absorbieren 
und beim Zentrifugieren im Riickstand verbleiben. 


Die mit einem Brckman-Spektralphotometer ermittelte spektrale Ab- 


sorption des Phycoerythrins (0,1% Na-Carbonatauszug einer bei mittlerer 
‘Lichtintensitaét herangewachsenen Zellsuspension aus einer Durchliiftungskultur) 


80 


Absorption 
SS 


20 


1 In der Literatur wird hiufig ein Zusatz von Toluol empfohlen, um eine Zer- 
setzung des Extraktes bei lingerem Stehen zu verhindern. Da in unserem Fall je- 
doch nur kurze Zeitspannen in Frage kamen und Toluol auBerdem nach LEMBERG 
(1928) eine leichte Denaturierung bewirkt, wurde obige Methode vorgezogen. 

* Kine Schadigung oder Zerstérung des Phycoerythrins durch Erhitzen des 
Algenriickstandes, wie sie NesELuNG (1878) angibt, trat nicht ein. 
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ist aus Abb. 4 (untere Kurve) ersichtlich. Der Kurvenverlauf la8t einen steilen An- 
stieg im Orange und neben dem Maximum bei 545 my 2 weitere Maxima bei 560 bis 
565 my und — abgeschwacht — bei 495 my erkennen. Der Anteil der Phyco- 
erythrinabsorption im Licht mittlerer Wellenlange zeigt sich gleichfalls im Verlauf 
der spektralen Absorptionskurve einer Deliade pasion von Porphyridium 
(Abb. 4b). Die hier auBerdem erkennbaren Maxima bei 670 und 420—440 my 
riihren von der Chlorophyllabsorption her, wobei der auffallige Anstieg der Kurve 
im kurzwelligen Teil vermutlich auf die zusitzliche Absorption der Carotinoide 
(vgl. GurrnEeR 1944) zuriickzufiihren ist. 


2. Farbstoffbildung in verschieden starken Lichtfeldern. 


Die bei verschiedenen Lichtintensitaéten heranwachsenden Massen- 
kulturen von Porphyridium zeigten schon makroskopisch sichtbare 
Farbunterschiede. So hatten die Starklichtkulturen hellrote bis gelblich- 
rote Farbe, wahrend die Schwachlichtkulturen standig tief-rot gefarbt 
waren. 


Zur Untersuchung der in solechen Kulturen. vorliegenden Farbstoffverhaltnisse 
wurden in einer Versuchsserie von je 10 DurchliiftungsgefaBen 5 schattiert (Nahr- 
lésung wie unter I. A., Temperatur 20,0 + 1,0°, Populationsdichte zu Beginn des 
Versuches 98 Zellen/mm?). Die Lichtintensitaéten betrugen bei Dauerbeleuchtung 
mit einer 300 Watt Osrambirne 15000 und 1500 Lux. Nach 14 tagiger Versuchsdauer 
wurden mit je 5 cm’ Algensuspension Chlorophyll- und Phycoerythrinbestimmun- 
gen durchgefiihrt und die gefundenen Extinktionswerte auf die Populationsdichte 
der untersuchten Kulturen umgerechnet. 


Tabelle 1. Porphyridium cruentum. Relativer Chlorophyll- und Phycoerythringehalt 
(Extinktionswerte der Methanol- bzw. 0,1% Na-Carbonatausziige) einer Stark- und 
Schwachlichtkultur bei Dauerlicht nach 14tagiger Versuchsdauer. 


Chlorophyll Phycoerythrin 
(Filter 620) (Filter 530) 


Starklichtkultur (15000 L). ....... | 1,00 | 0,95 


| 
Schwachlichtkultur (1500 L). ...... .| 2,20 4,42 


Tabelle 2. Porphyridium cruentum. Relativer Chlorophyll- und Phycoerythringehalt 
einer readaptierten Starklichtkultur (siehe Text). 


eeepeeeneen at 5 Sane es SS 
Chlorophyll Phycoerythrin 
(Filter 620) (Filter 530) 


ae EEEEEIE EEE SEEE EEE SEE 


Starklichtkultur (15000 Lux). bartaak’ 1,0 1,0 
Starklichtkultur (schattiert, 2500 Bae, beat 2,4: 2,5 
Eoutrollkultur (2500, Lux): 5. jee ee nye OF} Pe} 


Die Schwachlichtalgen (Tab. 1) wiesen 1. einen hoheren Chlorophyll- 
und Phycoerythringehalt als die Starklichtalgen auf, und 2. hatte ihre 


ry 
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} 
Phycoerythrinkonzentration in weit starkerem MaBe als die des Chloro- 
phylls zugenommen. ee 
Um zu priifen, ob es sich bei der schwiacheren Farbung der Starklicht- 
kulturen nicht etwa um irreversible Schidigungen der Chromatophoren 
oder auch um eine Wachstumshemmung der Algen infolge Nahrstoff- 
mangels handelte (vgl. Bornscx 1921, Haxo u. Strout 1950), wurde eine 
neue Durchliiftungsserie mit starker (15000 Lux) und mittelstarker 
(2500) Belichtung angesetzt, in 
der nach 7tagiger Versuchsdauer 


ie die Halfte der Starklichtkulturen 
S auf 2500 Lux schattiert wurde 
S 5000 (s. Pfeil in Abb. 5). Nach 8 wei- 
4 teren Versuchstagen zeigte sich 

in diesen schattierten Kulturen 


eine auch makroskopisch sicht- 
bare Neubildung der Farbstoffe. 
Konzentrationsmessungen am 7. 
und 12. Versuchstag (s. Kreuze 
in Abb. 5) ergaben sowohl fir 
das Chlorophyll wie fiir das 
Phycoerythrin eine Angleichung 
Abb. 5. hatti 
Porphyridium ecruentum. Wachstumskurve einer der Werte der schattierten 
nach 7 Versuchstagen schattierten Starklicht- Starklichtkulturen an die der 
kultur. a Starklichtkultur (15000 Lux), a’ Stark- = 
lichtkultur schattiert (2500 Lux), b Kontrollkultur Kontrollkulturen (Tab. 2). Auch 
(2500 Lux), x Farbstoffbestimmung (s. Text). der Verlauf der Wachstumskurve 
der schattierten Starklichtalgen 
lie} keine Entwicklungsst6rung der Kulturen durch aiuBere Faktoren 
erkennen (Abb. 5). 


noch 7 J. 5 7 w fe 
Togen 


Il. Besprechung. 


Mit der Kultur von Porphyridium cruentum Nana. in Durchliftungs- 
gefaiBen gelang es zum erstenmal, eine der bislang im Laboratorium 
nur schwer zu kultivierenden Rhodophyceen zur Massenentwicklung 
zu bringen. Die ausgearbeitete Methode gestattet, in relativ kurzer 


Zeit eine gentigende Menge an Algenmaterial zu gewinnen — sei es 
unter konstanten oder wechselnden AufSenbedingungen —, das sich 


infolge seiner Homogenitiit besser fiir serienmaSige Untersuchungen 
eignen diirfte als mehrzellige Pflanzen. Dabei ist nicht ausgeschlossen, 
durch Zusiitze weiterer organischer wie anorganischer Substanzen 
(KUFFERATH 1913, ViscHER 1935, PrRINGSHEIM 1949) das Wachs- 
tum der Porphyridiwm-Durchliiftungskulturen noch zu steigern, 


vorausgesetzt, da® die gute Filtrierbarkeit des Zellmaterials bestehen 
bleibt. 
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: Ks zeigte sich namlich, daB z. B. bei einer stirkeren Aussii®ung der Grundlésung, 
einem vermehrten Zusatz an Erddekokt oder bei Peptonzugaben die Algen haufig 
am oberen Rand der DurchliiftungsgefiBe ,,Spritzzonen“ von gallertigen Lagern 
bildeten, oder daB sich — ahnlich den Verhiltnissen in den ruhenden Kulturen — 
viele Zellen trotz gleichmaBiger Durchmischung zu Kolonien zusammenballten. 
Das erschwerte nicht nur ein Auszahlen der Zelldichte in der Suspension, sondern 
ergab auch bei den anschlieBenden Phycoerythrinbestimmungen recht ungleiche 
Ergebnisse (Farbstoffabsorption an der Gallerte). ; 

Zunehmende Lichtintensitaét forderte innerhalb gewisser Grenzen die 
Zellvermehrung erheblich, wie es auch bei Massenkulturen anderer ein- 
zelliger Algen schon hiaufig beobachtet worden ist (v. WirscH 1948, 
v. DENFFER 1948, Aacn 1952). Auffallend ist dagegen die Resistenz 
von Porphyridium gegen relativ hohe Lichtintensitaéten; dabei sind die 
natiirlichen Standorte der Alge zumeist als ,,schattig, feucht’‘ bekannt 
(u. a. Frirscn 1927, Fuint 1947, Gerriter 1944). Auch ViscHErR (1935) 
fand bei seinen Untersuchungen eine gréBere Empfindlichkeit gegeniiber 
hoheren Lichtintensitaten. Es erscheint demnach nicht ausgeschlossen, 

daB in Agarkulturen und am natiirlichen Standort weniger die Licht- 
 intensitét als vielmehr die Gefahr der Austrocknung durch starke 
Insolation — vielleicht auch Nahrstoffmangel bei rascher Vermehrung 
— den begrenzenden Wachstumsfaktor darstellt. 

Die Temperaturabhangigkeit des Wachstums von Porphyridiwm bedarf noch 
weiterer Untersuchungen. Das Vorkommen der Alge an den verschiedensten Stand- 
orten (PASCHER 1925, GuiTLER 1944) 1aBt — wie es sich auch in den orientierenden 
Versuchen mit Durchliiftungskulturen zeigte — auf eine ziemliche Resistenzbreite 
schlieBen. 

Das beachtliche Wachstum der Alge in meerwasser-haltiger Fliissigkeitskultur 
bekraftigt unsere Vermutung, daB Porphyridium cruentum und das im Meer 
yorkommende Porphyridium marinum Kylin vielleicht identisch sind (vgl. 
PrinesHEemm 1949). Eine nahere Untersuchung der von GEITLER (1923, 1932) 
beschriebenen Arten Porphyridiwm sordidum und Phorphyridium aerugineum auf 
ihr ernahrungsphysiologisches Verhalten ware in diesem Zusammenhang nicht 
uninteressant. 

Durch ViscHER (1935) wissen wir, dai Porphyridium cruentum 
Chlorophyll, Carotin, Xanthophyll und Phycoerythrin enthalt. Das 
Phycoerythrin — in der Literatur teils als Cyanophyceen., teils als 
Rhodophyceen-Phycoerythrin angegeben (s. NEBELUNG 1878, BorEscH 
1921, Daxnttow 1922) — wurde von ihm jedoch nicht naher unter- 
sucht. Bei eigenen Pigmentanalysen wurde auf eine Trennung der alkohol- 
léslichen Farbstoffe verzichtet, da zunichst nur das Chlorophyll/Phy- 
coerythrinverhaltnis unter wechselnden AuBenbedingungen in den Zellen 
interessierte. Der Verlauf der oben wiedergegebenen spektralen 
Absorptionskurve des Phycoerythrins entspricht den von Kyirn (1937) 
an Porphyridiwum marinum ermittelten Werten (Max. 483—500, 
530—545, 563—573 mu). Die Extinktionswerte einer Zellauf- 
schwemmung von Porphyridium cruentum (Abb. 4b) gleichen den 


240 W. Kocu: 


von Haxo u. Burks (1950) an verschiedenen Rotalgen gefundenen spek- 
tralen Absorptionskurven. Wir kénnen also auch in dieser Hinsicht 
bei Porphyridium cruentum von einer typischen Rotalge sprechen. 

Die zum ersten Male unter Laboratoriumsbedingungen an einzelligen 
Rotalgenkulturen experimentell bewirkten Farbanderungen decken 
sich mit zahlreichen Beobachtungen und Befunden an Freiland- — 
material (Ky~iIn 1910, LuprmenKkow 1924, 1926, GatpuKow 1926, 
HteBenet 1927, 1928, Lempera 1928, SEYBoLD, EGLEe u. HULSBRUCH 
1941). Das bekannte ,,Ausbleichen‘‘ der Rotalgen an stark besonnten 
Standorten, die wechselnde Zusammensetzung sowie Zu- oder Ab- 
nahme der Farbstoffe ein- und derselben Art litoraler und sublitoraler 
Zonen 1a8t sich also auch an Massenkulturen von Porphyridiwm 
cruentum im Laboratorium darstellen. 


Untersuchungen von Haxo u. Brryxs (1950) an verschiedenen Rotalgen lassen 
vermuten, da8 die absorbierte und assimilatorisch verwertete Energie fast aus- 
schlieBlich tiber das Phycoerythrin in die Zelle gelangt und das Chlorophyll und die 
Carotinoide in den meisten Fallen ,,inaktiviert‘‘ bleiben. Htippener (1928) hat 
eine Schwichung der Photosynthese der Rotalgen bei Verlust ihres Phycoerythrins,. 
Levrine (1947), Haxo u. Strout (1950) haben eine Steigerung der Assimilations- 
tatigkeit bei vermehrter Phycoerythrinanreicherung gefunden. Die wesentlich 
stiirkere Zunahme an Phycoerythrin gegeniiber dem Chlorophyll bei Schwachlicht- 
kulturen kénnte méglicherweise die Rolle des Phycoerythrins als hauptsachliches 
Assimilationspigment unterstreichen, wenn man mit EaLE (1937) annimmt, daB 
die Submersen (und Schattenpflanzen) sich durch Schwankungen ihres Farbstoff- 
gehaltes auf geschwachte Lichtfelder einzustellen vermégen, um bei positiver Stoff- 
bilanz zu bleiben. 

Die mengenmabige Verschiebung beider Farbstoffgruppen bei Por- 
phyridium infolge veranderter AuBenbedingungen fiihrt zwangsliufig zu 
der mehrfach in der Literatur erérterten Frage nach der ,,chromatischen 
Adaptation bei Rotalgen. Untersuchungen in dieser Richtung an 
Massenkulturen von Porphyridium im Licht verschiedener Wellenlinge 
sind zwar noch nicht abgeschlossen, lassen aber schon jetzt vermuten, 
daf eine Farbstoffinderung im Sinne der komplementiiren chromatischen 
Adaptation — wie sie u. a. HarpER (1922, 1923) bei cyanophyceon 
festgestellt hat — nicht auftritt. 

So glauben wir, in Porphyridium cruentum ein Versuchsobjekt ge- 
funden zu haben, das ahnlich wie Chlorella, Scenedesmus u. a. in einzel- 
liger Massenkultur zur Beantwortung verschiedener stoffwechselphysio- 
logischer Fragen speziell fiir Rotalgen herangezogen werden kann. Die 
sterile Anzucht homogener Algensuspensionen — bei Wahl geeigneter 
KulturgefaBe und -bedingungen — gewahrleistet méglicherweise fiir die 
Krmittlung der Assimilationsleistung von Rotalgen genauere Resultate, 
als sie bislang an Freilandpflanzen oder Teilen derselben infolge sté- 
render Nebenwirkungen wie Bakterien, Wundreizeinfliissen und der- 
gleichen erzielt werden konnten. 
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Zusammenfassung. 


1. Zur Untersuchung physiologischer Probleme an Rotalgen wurde 
eine Methode zur Gewinnung von Massenkulturen der einzelligen Ban- 
guale Porphyridium cruentum in absoluter Reinkultur ausgearbeitet. 
Die Alge gedieh in durchliifteten Glasréhren mit Meerwasserzusatz aus- 
gezeichnet. 

2. Zur Bestimmung der in den Algen enthaltenen Farbstoffmengen 
wurde die zu untersuchende Algensuspension durch Cella-Filter filtriert, 
die Riickstiinde im Thermostaten getrocknet und der Chlorophyll- und 
Phycoerythringehalt im Methanol — bzw. 0,1% igen Na-Carbonatauszug 
photometriert. 

3. Die in Stark- und Schwachlicht heranwachsenden Algen hatten 
unterschiedliche Chlorophyll- und Phycoerythrinmengen. Auch das Ver- 
haltnis der Farbstoffe zueinander wird durch die Starke des Lichtfeldes 
bestimmt. 


Herrn Prof. Dr. R. Harper méchte ich auch an dieser Stelle herzlich fiir die 
, wahrend der Untersuchungen bereitgestellten Mittel seines Institutes danken. 
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Nitrogen Active Microorganisms Living in Symbiosis — 
with Animals and their Role in the Nitrogen Metabolism 
of the Host Animal*. 


Von 
L. T6TH. 


With 1 figure in the text. 
(Hingegangen am 10. November 1952.) 


On the 6th Congress for Experimental Cytology held in Stockholm in 
1947 I have reported some successful attempts of cultivating nitrogen 
fixing microorganisms living in symbiosis with various insects. The nitro- 
gen fixing capacity of these bacteria cultivated on nitrogen-free media 
is most significant. They are able to fix up to a maximum of approxima- 
tely 3 mg of nitrogen per 100 ml of culture liquid. It is indifferent whether 
purified or unpurified air is used, which shows that molecular nitrogen 
alone and not ammonia is assimilated. 

The hypothesis that some insects are able to assimilate molecular 
nitrogen from the air by means of symbiotic microorganisms was then 
advanced and further observations tend to support it. Termites are 
capable of living, under experimental conditions, on a pure carbohydrate 
diet for long periods of time without loosing any weight. In the case of 
aphides, under natural conditions, the amount of nitrogen lost is greater 
than that taken in with the food. On the other hand the respiratory 
quotient is 0,86 which would be difficult to explain in terms of intaken 
food which consists mostly of carbohydrates. These insects must have 
therefore another source of nitrogen independent of food. 

It is known that aphides are able of profitably utilizing the protein 
material of their symbiotic microorganisms. However, since these micro- 
organisms are confined to the aphides they can obtain only the same food 
as the host and, of course, atmospheric nitrogen. And this probably 
means that we have here the same type of nitrogen fixing symbiosis as in 
leguminous plants. 

Recent investigations have also shown that certain types of micro- 
organisms in the rumen and in the coecum of our herbivorous farm animals 
possess nitrogen fixing capacity. This raises the possibility that atmos- 
pheric nitrogen enters the metabolism of farm animals by means of 
bacterial activity, but there is also some evidence against it. 


* VIIth International Congress for Cell Biology, Yale University, New Haven, 
1950. } 
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It is a well known characteristic of all nitrogen-fixing bacteria that no 
fixation occurs in the presence of bound nitrogen. The level at which no 
more nitrogen fixation takes place is at an initial total nitrogen concen- 
tration below 3 mg per 100 ml of culture liquid. Against this the micro- 
organisms-free rumen liquid contains nearly a hundred times more 
nitrogen. Therefore it seems improbable that under normal conditions 
molecular nitrogen of the atmosphere could be fixed in the rumen. 

If we add nitrogen compounds to the same nitrogen fixing bacteria so 
that the concentration of 3 mg N per 100 ml 
is exceeded, a decrease in nitrogen content 
takes place. This is the case when the end 
products of animal nitrogen metabolism 
i. e. urea and uric acid are used. 

Figure | shows a fairly energetic nitrogen 
binding (curve I), and an energetic nitrogen 
liberation from uric acid (curve II) re- 
spectively from urea (curve III), by the 
same bacteria (strain Ab. IV) isolated from 
Aphis brassicae L. The same is also to 
observe with bacteria of the rumen of the 
goat which display nitrogen fixing ability 
in nitrogen free media and liberate nitrogen 
from media containing urea or uric acid. 

The question remains as to what is the 
end product of the nitrogen breakdown. 
In the above mentioned case ammonia is 
the probable end product. Experiments 
designed to prove a direct formation of Fig. 1. Nitrogen metabolism of bac- 

Aer k teria isolated from Aphis brassicae L. 
ammonia in the inoculated urea culture- (see text). 
liquid were indeed successful and the 
liberated nitrogen could be detected in form of ammonia. It is very 
probable that we are confronted here with an enzymatic hydrolysis of 
urea to ammonia and carbon dioxide and that the enzyme , urease‘ 
which brings about this hydrolysis is produced by the bacteria. Some 
of the bacteria can utilize urea both as N-source and as C-source. Ex- 
periments have also shown that bacteria-free filtrates of the same material 
reveal no ability to break down urea. Thus, no doubt, the breakdown 
is due to bacterial activity. 

An effective bacterial breakdown of urea and uric acid can be postu- 
lated also in the rumen and in the coecum of our herbivorous farm 
animals. Experiments show that rumen liquid of the goat, taken by 
means of a permanent rumen fistula which allows sterile access to the 
rumen and diluted a hundred times with a sterile solution of 0.04% 
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urea + 0.5% glucose, brings about a prompt decrease of urea and 
synthesis of bacterial plasma-proteins. Using higher concentration 
urea (up to 0.2%) after a period of bacterial augmentation, ammonia 
liberation sets in. 

It would be interesting to know the role that this type of nitrogenactive 
bacteria play in the metabolism of their host. I like to say , nitrogen- 
active‘ due to the ability, both to break down excreted nitrogen com- 
pounds to ammonia and to synthesize cell proteins from ammonia and 
even from molecular nitrogen. The nitrogen fixing ability of these 
bacteria is probably unimportant in general but may become important 
if the food of the host is nitrogen deficient as for instance in the case 
of the aphides. On the other hand the utilisation of waste products such 
as urea and uric acid saves valuable nitrogen and so the nitrogen me- 
tabolism of the animal becomes more effective. Besides the bacteria 
utilize the excretum nitrogen for building up valuable amino acids and 
fully prepared plasma-proteins improving and completing the food of 
their host animal. 

In this connection we may also remember some insects which do 
not possess any excretion organs at all. In such cases the presence of 
nitrogen active symbiotes may be of consequence. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18, S. 245—272 (1953). 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen an Sporocytophaga myxococcoides 
(Stanier 1940)*. 


Von 
E. SPEYER. 


Mit 18 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 22. Oktober 1952.) 


Obwohl tiber den aeroben Cellulosezersetzer Sporocytophaga my xococ- 
codes Stanier 1940 (syn. Spirochaeta cytophaga Hutchinson u. Clayton 
1919) schon zahlreiche Ver6ffentlichungen vorliegen (vollstandiges Lite- 
raturverzeichnis bei STaNreER 1942 und HarmseEn), sind noch ver- 
schiedene morphologische und physiologische Fragen offen. Das Haupt- 
‘ziel dieser Arbeit war, Gestalt, Forminderungen und Bewegung zu 
untersuchen und festzustellen, unter welchen Bedingungen dieser Or- 
ganismus Glucose als Kohlenstoffquelle auszunutzen vermag. 


Methodik. 


Kulturmethoden. 


Hinsichtlich der Brauchbarkeit verschiedener von VAN ITERSON, WAKSMAN u. 
CAREY, STANIER 1942 und HarMSEN angegebenen Nahrlésungen konnte ich im 
Gegensatz zu FAHRAEUS keine nennenswerten Unterschiede bemerken. Ich benutzte 
deshalb fiir meine Versuche die von STantER empfohlene Salzlésung, aber an Stelle 
des Leitungswassers H,O dest. (10g KNO,; 1g K,HPO,; 0,2 ¢ MgSO,; 0,1 g 
CaCl,; 0,02 g FeCl,; 1000 em? Wasser). Die normale Kohlenstoffquelle ist Cellulose 
in Form von Filtrierpapier. Eine genaue Zusammensetzung der Nahrlosung scheint 
yon untergeordneter Bedeutung zu sein. Sehr wichtig ist dagegen die Kinhaltung 
eines sehr engen Reaktionsbereiches von px 6,6—7,8 mit einem Optimum bei 
7,0—7,.2. Hierzu muBte die erwahnte Nahrlésung vor der Sterilisation im Auto- 
klaven auf einen pg-Wert von 8,2 eingestellt werden. 

Fiir die iibliche Kulturhaltung kommen fliissige oder feste Nahrboden 
in Frage, deren Herstellung kurz erwahnt sei. 

1. Feste Agar-Nahrbéden mit Filtrierpapier (Schleicher & Schiill 589). 
Auf der Oberflache von Agar (1,3—1,6%) werden sterile Filtrierpapierscheiben in 
Perri-Schalen oder Filtrierpapierstreifen in Schragréhrchen ausgelegt. Lebens- 


dauer der Cytophagen etwa 2—4 Monate. 

2. Flissigkeitskulturen mit Filtrierpapier. In Reagensréhrchen mit 
10 em? Nahrlésung wird ein Filtrierpapierstreifen so eingeftihrt, daB er noch teil- 
weise tiber die Fliissigkeitsoberflache hervorragt. Sterilisation bei 1,5 atti. Lebens- 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Gottingen, 1952. 
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dauer der Kulturen iiber 18 Monate. Die fliissigen Nahrb6den sind deshalb be- 
sonders fiir die Haltung von Stammkulturen geeignet. 


3. Pracipitatcellulose-Nahrbéden (PC-Agar). Ich benutzte die Methode 
von SCALEs in etwas abgeanderter Form: 100 cm* konz. H,SO, werden mit 60 cm?® 
H,O dest. gemischt. Nach Abkiihlen auf 60° werden 5 g entfettete, feuchte Watte 
hinzugegeben. Nach kraftigem Umriihren — etwa 1 min — wird die viscése Fliissig- 
keit mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe durch eine Glasfritte oder einen Trichter 
mit Glaswolle in einen Kolben mit 2 Liter Wasser gezogen. Den ausfallenden 
Niederschlag dekantiert man mehrfach. Die Saurebeseitigung kann durch Am- 
moniak beschleunigt werden; man vermeide jedoch eine véllige Neutralisierung, 
da sich dann der Niederschlag nicht mehr absetzt. Die Pracipitatcellulose wird 
danach abzentrifugiert, neutralisiert und als gerade noch pipettierbare Auf- 
schwemmung aufgehoben. Zum Nahragar (die geringe Agarkonzentration von 0,8 
bis 1,0%, auf die besonders Stapp u. BoRTELS sowie JENSEN hinwiesen, ist dabei 
von entscheidender Bedeutung) werden 0,25—1,09% Cellulose (auf Trockengewicht 
bezogen) zugegeben, so dai das Medium milchig getriibt erscheint. 


Je Prerri-Schale benutzte ich 5 cm PC-Agar. Um ein zu schnelles Austrocknen 
der Platten, die im allgemeinen mehrere Wochen bei 28° C bebriitet wurden, zu 
verhindern, wurde nach einem Vorschlag von Harmsen die PC-Agarschicht auf 
eine Tragerschicht aus 10cm* Nahrlésungsagar (ohne Cellulose) aufgebracht. 
GleichmaBige Schichtdicken erhielt ich durch Verwendung einer Nivellierplatte. 
Geimpft wird mit der Impfnadel oder nach dem Kocuschen Plattenverfahren. 
Das Wachstum der Cytophagen in PC-Agar ist an kreisrunden, durchsichtigen 
,Auflésungsfeldern‘ (AF) zu erkennen. 

4. Spezialnahrbéden. Die Cytophagen k6nnen auch noch auf anderen C- 
Quellen geziichtet werden, z. B. auf Glucose. Die Herstellung der glucosehaltigen 
Nahrbéden wird im physiologischen Teil beschrieben werden. 


Tsolierungsmethoden. 


Da die Reinziichtung der Cytophagen bislang nur wenigen Autoren 
nachweislich gelungen ist, die Reinkultur aber die Grundbedingung fiir 
die Bearbeitung der Organismen ist, wurden die wichtigsten in der 
Literatur angegebenen Methoden gepriift und vervollkommnet. 


Den ersten und meines Erachtens wichtigsten Schritt auf dem Wege zur Rein- 
kultur stellt die Abtrennung der Pilze und Protozoen dar. Pilze konnten durch 
wiederholtes Abimpfen peripheren Cytophagen-Wachstums ausgeschaltet werden. 
Amében und Ciliaten beseitigte ich dadurch, daB die angereicherten Rohkulturen 
in steriler Nahrlésung aufgeschwemmt und durch geeignete Papier- oder Membran- 
filter gegeben wurden. 

Hierzu wird ein Trichter (5 cm Durchmesser) mit einem Rundfilter (gehartetes 
Filterpapier, z. B. Schleicher & Schiill 602h) auf ein Reagensglas, das einen Filter- 
streifen enthalt, gesetzt und die Verbindung mit Watte abgedichtet und im Auto- 
klaven sterilisiert. Nach dem Durchlauf der Aufschwemmung wird der Trichter 
durch einen Wattebausch ersetzt und die Kultur bebriitet. Fiir Membranfilter 
(Nr. 1 oder 2 der ,,Membranfilterges. Gottingen‘) tritt an die Stelle des Trichters 
eine TutesseNn-Apparatur, die iiber einen Wrrrschen Topf an die Wasserstrahl- 
pumpe angeschlossen wird. 

Die Anwendung des Mikromanipulators erfordert die vorhergehende Elimi- 
nierung der genannten Keime nicht und kann zu Cytophagen-Reinkulturen fiihren, 
die aus einer Zelle hervorgehen. Auf diesem Wege isolierten RIPpPEL u. FLEHMIG die 
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Sporocytophage Itersonia ferruginea. Meine Versuche mit diesem Verfahren ver- 
liefen ebenso erfolglos wie jene von Stapp u. BorTELS und FAHRAEUS. 

Stapp u. BorTErs sowie IMsenecKr u. SounrzEva empfahlen zur Reinziichtung 
die Ausnutzung der relativ hohen Hitzetoleranz der Cytophagen. Ich fand zwischen 
50 und 65° C eine deutliche Korrelation von Temperatur und Expositionszeit, was 
offenbar von friiheren Autoren nicht beriicksichtigt worden ist und die zwischen 
58 und 68° schwankenden Angaben der Hitzetoleranz erklart. Die Grenzwerte, 
nach denen meine Stamme A-4, A-5 und B-2 noch anwuchsen, zeigt Tab. 1. Zwar 
vergroBert sich mit steigender Temperatur und Einwirkungszeit der Reinheitsgrad 
der Rohkulturen, aber die Grenzwerte werden auch von anderen Bakterien noch 
ertragen. Selbst nach 3maliger Wiederholung der Erhitzung auf die Grenzwerte 
konnte ich mit dieser Methode keine Reinkulturen erhalten. 


Tabelle 1. Letalwirkung erhohter Temperaturen auf Sporocytophaga myxococcoides 
in Abhdngigkeit von der Hinwirkungsdauer. 


Temperatur | Einwirkungsdauer Temperatur Einwirkungsdauer 
ay? 60 min 62° 2 min 
60° 10 min 64° 1 min 


WINOGRADSKY gibt an, seine Reinkulturen so erzielt zu haben, daB er Filtrier- 
* papier auf Kieselgelplatten mit dem Impfmaterial betupfte. Bei einer derartigen 
statistischen Verteilung der Keime kann jedoch ein Erfolg nur zufallig eintreten. 

Der Kocusche Plattengu8 mit Pracipitatcellulose-Agar (JENSEN, STANIER, 
Harmsen und Fanranus) besitzt nach meinen Erfahrungen einen beachtlichen 
Nachteil. Kine Beimpfung mit stark verdiinnten Rohkulturen (1: 10°) ist nicht 
moglich, weil dann die Cytophagen unerklarlicherweise nicht mehr anwachsen. 
Andererseits liegen bei schwacheren Verdiinnungen die Kolonien zu eng zusammen, 
so daB die Begleitorganismen zu leicht mit in die abgeimpfte Kultur tibertragen 
werden. Das ist wohl auch die Erklarung fiir Mischkulturen, die nicht zu trennen 
waren und von Stapp u. Borters und HarMsEN als Symbiosen angesprochen 
wurden. 


Durch Kombination der beiden bzw. drei letzten Methoden fand ich 
zwei Wege, die die geschilderten Mangel nicht aufweisen, und auf denen 


ich meine Stamme 4-4, A-5, B-2, GU-25 und Sp.-Az.D.C. ohne Schwie- 
rigkeit reinigen konnte. 

PC-Agarnahrbéden werden mit der Impfnadel in Strichen oder Stichen beimpft 
(vgl. Abb. 5a). Man kennt in diesem Fall die Lage der Organismen und kann an 
der zunehmenden Klarheit der entstehenden Auflésungsfelder verfolgen, wie sich 
die Cytophagen in etwa 3—6 Wochen freiwachsen. Die zweite Methode, die im gleichen 
Arbeitsgang auch die Hitzetoleranz der Cytophagen mit ausnutzt, ist noch erfolg- 
reicher. Man laBt in einer Perri-Schale 10cm? Nahrlésungsagar erstarren. Inzwischen 
beimpft man ein Réhrchen mit fliissigem, 60° warmem PC-Agar mit einer Roh- 
kultur, halt noch 2 min auf dieser Temperatur und setzt dann kleine Trépfchen 
des infizierten Materials auf die Agaroberflache. Die erstarrten Tropfen werden 
dann mit 5 cm? PC-Agar iiberschichtet. Die Auflésungsfelder erscheinen nach 5 
bis 8 Tagen bei 24—30°. Nach 4—8 Wochen impft man kleine Randpartien der 
Auflésungsfelder auf Filtrierpapier-Nahrbéden ab (vgl. Abb. 5b). 


Weiterhin wurde versucht, verschiedene Antibiotica zur Reini- 


gung von Rohkulturen mit heranzuziehen. Da sich die Cytophagen 
17* 


248 E. SPEYER: 


gram-negativ verhalten, wurde zunachst Penicillin auf seine Brauchbar- 
keit gepriift. 

Von einer Reinkultur Cyt.-3 Fanrarus wurde Na-Penicillin (G) ,,G6ttingen™ 
in einer Konzentration von 50 1E/1 cm’ ohne Wachstumsverzogerung ertragen 
(normales Wachstum war nach 5 Tagen sichtbar). Bei 75 IE verzdgerte sich in- 
dessen die Entwicklung um 1—2 Tage. Weitere Erhéhungen bis 200 IE zeigten 
kaum noch gesteigerte Wirkung (Abb. 1). In Rohkulturen zeigte sich die giinstigste 
Wirkung des Penicillins (50 IE/1 cm?) in PC-Agarkulturen. Die Auflésungsfelder 
waren nach Stichimpfung auffallig schwacher verunreinigt wie die Kontrollen. 
Sine vollstandige Beseitigung der Fremdorganismen war durch Penicillin weder 
zu erwarten noch zu erreichen. Strepto- 
mycin (Dihydro-Streptomycinsulfat ,,Hey- 
den‘‘) wirkte in Konzentrationen von 250 
Gamma/1 cm® auf die Cytophagen bakterio- 
statisch und war deswegen nicht verwend- 
bar. 


Kontrolle des Reinheitsgrades. 
aaa Re FT se Cytophagen wachsen nicht auf den 
Penicillin i E. / ome ublichen Na&hrbéden. Ich konnte je- 
Abb. 1. Verzégerung des sichtbaren Wachs- Goch mehrfach beobachten, da es 
A cigs aS Haima a sg bel nicht als Beweis fiir die Reinheit von 
Cytophagen-Stimmen gelten kann, 
wenn Ausstriche auf Standard-Nahrbéden kein Bakterienwachstum 
zeigen. Hine erfolgreiche Reinziichtung ist kulturell am deutlichsten an 
der Beschaffenheit der Auflésungs- Felder im PC-Agar nach Stichimpfung 
zu erkennen. Sie miissen vom Impfzentrum an bis zum Rand gleich- 
maBig glasklar bleiben. Verunreinigungen rufen schon nach wenigen 
Tagen eine deutliche Triibung des Auflésungs- Feldes hervor (vgl. Abb. 5b). 
Weiterhin sollten Reinkulturen stets als Lebendpraparat unter dem 
Mikroskop, am besten im Dunkelfeld- oder im Phasenkontrastverfahren 
kontrolliert werden. 


Ks ist ein ungeklartes Phinomen, warum sich unreine Cytophagen-Kulturen 
leichter halten lassen als reine Stéimme (WINOGRADSKY, STapp u. BorTELs, HARM- 
sen, FanrAxus). So enthielt die Azotobacter-Kultur Az.D.C. von MauTscHEWSKY, 
wie SToLP u. SPEYER feststellten, trotz zahlreicher Passagen tiber Mannit neben 
anderen Mikroorganismen auch einen Sporocytophagen-Stamm (Sp-Az.D.C.). 


Mikroskopische Untersuchungsmethoden. 


Wegen der ungewohnlich schwachen Lichtbrechung der vegetativen 


Cytophagen-Staibchen erfordert die Beobachtung besondere Methoden 
und Hilfsmittel. 


HUTCHINSON u. CLAYTON benutzten die Farbung mit heiBem Carbolfuchsin. Diese 
fithrte in Verbindung mit der vorausgegangenen Hitzefixage zu spiraligen Schrump- 
fungen der staébchenfomigen Zellen und veranlaBte die Autoren zur Einordnung der 
Cytophagen bei den Spirochiten. WrnoGRADSKY vermied die Deformation, indem er 
mit Alkohol fixierte. Auch Osmiumsiure-Dimpfe sind nach STanrer geeignet. 
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Bei der Vorbereitung von Farbepraparaten fand ich, da® die Zellen lufttrockener 
Praparate auch ohne Fixierung hinreichend festliegen und mit waBrigem Methylen- 
blau vorziigliche Bilder ergeben. AuBerdem wurde das Elektronenmikroskop zur 
Untersuchung herangezogen!. 

Zur Lebendbeobachtung der Organismen, die in jeder Hinsicht anzustreben und 
namentlich zur Untersuchung der Bewegung notwendig ist, benutzten Srapp u. 
Bortets die Dunkelfeldbeleuchtung. Fiir besonders geeignet halte ich das Phasen- 
kontrast-Mikroskop, mit dem sich leicht Dauerbeobachtungen im Nahrboden 
durchfiihren lassen. 

Vitalfarbung mit Triphenyl-Tetrazoliumchlorid erwies sich fiir die Cytophagen 
als unbrauchbar. In 0,1—1,0%iger Losung tritt weder in frisch angesetzten, noch 
in alten Kulturen intracellulare Rotfarbung ein. Der Grund hierfiir wird unten 
diskutiert werden. 


Zellform, Bewegung und Wachstum. 
Morphologie. 

In jungen Kulturen findet man vor allem stibchenformige Zellen 
(Abb. 2). Da sich diese auch bei meinen Lebendbeobachtungen am 
Rand wachsender Auflésungs-Felder in PC-Agar fanden (s. u.), sind sie 
fiir die Cellulosezersetzung verantwortlich zu machen und als vege- 
tatives Stadium zu bezeichnen, 


entsprechend den Beobachtun- 

gen friiherer Autoren. f S 
Die Gréofe der Stabchen wird ? 

in der Literatur mit 3—10x 0,15— i 

0,35 w angegeben; meine eigenen 7 _ 


Beobachtungen zeigten die gleiche 


GréBenschwankung. Der Durch- men a 


messer nimmt nach den Zellenden 
zu etwas ab. In alten Kulturen Pal 
findet man vornehmlich die kleine- 


ren Formen, so daB man die groBen Abb. 2. Sp. myxococcoides, Stamm KO-5 BORTELS. 


als die aktivsten Vertreter ansehen 2 Stabchen und 1 Mikrocyste. Elektronenmikrosko- 
pische Aufnahme, Vergr. 7000 fach. 


kann. Die lebenden Stabchen sind 
in Aufschwemmungen gestreckt bis 


leicht gebogen. Im angetrockneten Praparat und im Agar sieht man dagegen haufig 
sigma- oder ringformige Zellen, wie sie auch fiir echte Myxobakterien typisch sind. 

Die Form der Zellenden war bisher nicht sicher erkannt. Einige 
Autoren bezeichneten sie als spitz auslaufend, andere als stumpf-gerundet. 
Die letztgenannte Ansicht kann ich nach Untersuchungen mit Phasen- 
kontrast- und Elektronenmikroskop (Abb. 2) voll bestatigen, auch 
wenn die Zellen leicht spindelférmig erscheinen. Ob die Cytophagen 
Zellmembranen besitzen, lieB sich bei eigenen fluorescenzmikrosko- 
pischen Untersuchungen nicht erkennen. Aus den itbermikroskopischen 


1 Fir die Erméglichung dieser Untersuchungen am 3. Physikalischen Institut 
in Géttingen bin ich Herrn Professor Dr. K6n1¢ und Fraulein Knocw zu grofem 


Dank verpflichtet. 
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Bildern ist jedoch zu entnehmen, daB eine besondere Membran — gegen 
deren Vorhandensein auch die Flexibilitat der Zellen spricht — nicht 
ausgebildet ist. DaB die vegetative Zelle jedoch aus ungeschiitztem 
Plasma besteht,. dagegen spricht folgendes Experiment: Wenn man 
unter das Deckglas eines mit Methylenblau gefarbten Praparates 
konzentrierte NaOH einsaugt, quellen Cellulosefasern sofort sehr stark 
und fiarben sich nach violett um, wahrend die Formen der Cytophagen- 
stibchen bis zu einer Stunde fast unverindert und die gefarbten Zell- 
teile nahezu unbeeinfluBt bleiben. Dieser Befund ist nur durch einen 
Zellschutz in Form der von KrzEMIENIEWSKA angenommenen Pellicula 
oder einer Haptogenmembran zu erklaren. 

Besondere Zellanhinge, wie sie WINOGRADSKY, ROKITZKAJA und 
HarmseEn fiir die Nahrungsaufnahme oder Bewegung fiir wahrscheinlich 
halten, sind offenbar nicht vorhanden; ich habe dergleichen auch 
elektronenmikroskopisch nicht feststellen k6nnen. 

In den vegetativen Zellen lassen sich durch unterschiedliche Farbbar- 
keit und Dichte zwei Plasmaarten erkennen, die abschnittweise alter- 
nieren. Kurz vor Eintritt der Mikrocystenbildung (s.u.) treten die 
zahlreichen dichteren Bezirke zu wenigen breiten Banden im Mittel- 
abschnitt der Zellen zusammen. Die bandartige Lagerung des chroma- 
tischen Materials, die in Abb. 2 gut zu erkennen ist, steht im Gegensatz 
zu den Hantelformen, die BApiAN durch FEULGEN-Farbung fand. 

Die mit zunehmender Kulturdauer seltener werdenden Teilungen der 
vegetativen Zellen erfolgen stets quer zur Langsrichtung durch einfache 
Durchschniirung. Der Teilungsvorgang, dessen Dauer nicht konstant 
ist, lauft in folgender Weise ab: Wahrend die Ausgangszelle ihre Be- 
wegungsfahigkeit fast véllig verliert, differenzieren sich die beiden 
Tochterindividuen. Diese bleiben dann jedoch noch etwa 15—30 min 
durch ein nicht sichtbares, bis 1,5 ~ langes Zwischenstiick verbunden, 
dessen Vorhandensein deshalb angenommen werden mu, weil sich die 
schon vollig getrennt erscheinenden Tochterzellen zunaichst in gleicher 
Richtung und mit gleicher Geschwindigkeit bewegen. In diesem Tei- 
lungsstadium sind die Zellen auch durch die oben erwaihnte NaOQH- 
Methode nicht zu trennen. Ob die Briicke aus Schleim oder hyalinem 
Plasma besteht, ist jedoch nicht sicher zu entscheiden. 

Die in alteren Sporocytophagen-Kulturen auftretenden sogenannten 
Mikrocysten werden von allen Autoren fiir das Dauerstadium der 
Organismen angesehen, wenn auch KRzEMIENIEWSKA und STANTER 
schon vermuteten, dai} sie eine andere Funktion haben. Sie sind mehr 
oder weniger rund (Abb. 2 und 3); Durchmesser 1,2—1,6 ww. Teilungen, 
wie sie von kokkenférmigen Bakterien bekannt sind und von HutcHtn- 
SON u. CLAYTON auch fiir Cytophagen-Mikrocysten angegeben wurden, 
konnte ich nicht beobachten. Da die Mikrocysten oftmals im Substrat 
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gehauft auftreten (vgl. Abb. 9), glaube ich, da die beiden Autoren durch 
kettenartige Zusammenlagerungen getiuscht worden sind. Auch die 
irrttimliche Annahme von WINoGRADSKY, daB es sich bei den Ketten 
und Haufen um spezifische Symbionten handelt, diirfte so zu erklaren 
sein. 

Kine Membran konnte bislang auch bei diesem Stadium nicht ein- 
deutig nachgewiesen werden. In frisch gebildeten Mikrocysten ist im 
Gegensatz zu alteren noch ein wandstiandiger, halbkreisformiger Plasma- 
bezirk zu sehen, der im Phasenkontrast dunkler erscheint und mit 
Methylenblau stirker anfairbbar ist als der tibrige Zellinhalt. Dieser 
Bezirk geht offenbar aus den Chro- 
matinscheiben der Stabchen her- 
vor. 

Die Mikrocystenbildung lieB sich 

mit dem Phasenkontrastmikro- 
skop sehr gut beobachten. Ob- 
_ gleich ahnliche Beschreibungen 
des Vorganges bereits vorliegen 
(KRZEMIENIEWSKA, STAPP u. BorR- 
TELS, STANIER, HARMSEN), sei die : , 
oS ARID A ame oe ie teenies nero a 
gen Erganzungen nach eigenen Vergr. 1125 fach. 
Untersuchungen geschildert (vgl. 
Abb. 10). Die kurz vor der Mikrocystenbildung stehenden Stabchen sind 
an der verringerten Zahl (8—5) auffallig verbreiterter Chromatinbander 
zu erkennen. Die GréBe solcher noch stark beweglicher Stabchen schwankt 
bei allen von mir untersuchten Stammen zwischen 6—10 x 0,25—90,3 wu. 
Die erste Phase des Uberganges besteht in einer Zunahme des Durch- 
messers auf 0,4 41 tiber die ganze Zelle hin, deren Enden jetzt deutlich 
stumpfgerundet sind. In diesem Stadium verlieren die Stabchen all- 
mahlich ihre Beweglichkeit. In der zweiten Phase schrumpfen die zigar- 
renformigen Zellen und werden ellipsoid. Das Chromatin liegt jetzt in 
1—2 dicken Banden im Mittelabschnitt, quer zur Liingsrichtung kon- 
zentriert. SchlieBlich rundet sich das Gebilde ab und enthalt dann nur 
noch den bereits erwihnten einheitlichen Chromatinbezirk. Méglicher- 
weise bildet die Mikrocyste zum Schlu8 dieser Entwicklung eine Mem- 
bran aus. Der Ubergang vom kaum noch beweglichen Stabchen bis 
zur fertigen Mikrocyste dauerte nach meinen bei 24° C durchgefiihrten 
Beobachtungen 6—10 Std. 

Srapp u. BoRTELS gaben eine Zeitspanne von 1—2 Std an. DaB diese jedoch als 
Norm zu kurz sein diirfte, kann an Hand des meBbaren raumlichen Abstandes von 


Stabchen und Mikrocysten in wachsenden Auflésungsfeldern, deren Ausbreitungs- 
geschwindigkeit zu bestimmen ist, nachgewiesen werden (vgl. Abb. 8). Die auf 
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diesem deduktiven Wege erhaltenen Ergebnisse decken sich mit den bei meinen 
Dauerbeobachtungen gefundenen Zeitwerten. Uber die Lagerung der Zellen im 
Aufliésungsfeld wird weiter unten eingehend berichtet. 
,,Reife’ Stibchen sind in geringer Zahl schon in wenige Tage alten 
Filtrierpapier-Kulturen zu finden. Ihre Zahl nimmt in der Folgezeit 
erheblich zu, so da& nach 1—2 Wochen an Stellen, wo die Cellulose auf- 
gelést ist, kaum noch Stiibchen zu finden sind. Die Mikrocystenbildung 
zu einem Zeitpunkt, an dem die Cellulosefasern erst zu zerfallen beginnen, 
weist m. E. darauf hin, da die Mikrocyste kein echtes Dauerstadium 
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Abb. 4, Vergleich der Zelloberflichen und der Zellvolumina von Stibehen (St) und Mikrocysten 

(Mc) bei Sporocytophaga myxococcoides (obere Hilfte) und Myzococeus ruler (untere Hilfte). Die 

Kurvenbasis gibt den médglichen GréBenbereich der Zellen an, der aus Literaturangaben von 
Liingen und Durchmessern berechnet wurde. 


zur Uberwindung ungiinstiger Einfliisse oder Zeiten ist, wie man es 
bislang annahm. Daf} nicht dem Fehlen, sondern vielmehr dem Vor- 
handensein von reichlicher Nahrung ausschlaggebende Bedeutung fiir 
die Mikrocystenbildung zukommt, kann aus dem zahlenmaigen Zuriick- 
treten bzw. Ausbleiben der Mikrocysten in cellulosearmem PC-Agar, 
sowie aus einem Vergleich der méglichen Oberflaichen und Volumen von 
Stébchen und Mikrocyste geschlossen werden (Abb. 4). Vergleicht man 
nimlich die errechneten GréBenbereiche, so fallt auf, daB die Oberflache 
der Sporocytophagenstiibchen bei der Mikrocystenbildung unverindert 
bleibt, daB aber das Zellvolumen in der kurzen Umwandlungszeit um 
etwa das Vierfache vergr6Bert wird. Es handelt sich dabei, wie aus ver- 
schiedenen Umstianden zu schlieRen ist, nicht um Quellung, sondern um 
echte Substanzvermehrung. 
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Abb. 4 zeigt weiter, daB die GroRenverhiltnisse bei fruchtkorper- 
bildenden Myxobakterien anders zu liegen scheinen, ohne da mit dieser 
Feststellung die zweifellos bestehende Verwandtschaft der betrachteten 
Organismen angegriffen werden soll. Bei Myxococcus ruber Baur 1905 
wird jedenfalls, wie es fiir ein Dauerstadium gefordert werden muB, im 
Verlauf der Encystierung die Oberflache als das aktive Moment der 
Zelle erheblich verkleinert und das Volumen herabgesetzt. DaB die 
Mikrocysten der Sporocytophagen und Myxobakterien gleiche Funk- 
tion erfiillen, scheint mir nach diesem doch sehr unterschiedlichen Ver- 
halten zumindest fraglich. Welche Aufgabe die Mikrocyste bei den Sporo- 
cytophagen besitzt, laBt sich noch nicht entscheiden. Méglicherweise ist 
sie den Verdauungscysten gewisser Protozoen vergleichbar. 

Diese Ansicht laBt sich dadurch stiitzen, da die Mikrocysten vor 
allem dort gebildet werden, wo hohe Konzentrationen der aus der Cel- 
lulosezersetzung resultierenden Stoffe bestehen. Die Vorstellung wird 
weiterhin dadurch gefestigt, dai nach KrzemrentEwska das Mikro- 
cystenstadium wieder aufgegeben werden soll, wenn alle Cellulose der 
‘Nahrlosung verbraucht ist. GroBenangaben von frisch , gekeimten 
Stabchen k6nnten vielleicht klaren, was in der Mikrocyste vorgeht. 
Derartige Daten sind jedoch noch nicht in der Literatur zu finden. Der 
Vorgang der Keimung konnte von mir nicht beobachtet werden, doch 
soll er nach HARMSEN in umgekehrter Weise wie die beschriebene Mikro- 
cystenkeimung verlaufen. 


Zur Mikrocystenbildung ist nach IMSENECKI u. SOLNTZEVA die Anwesenheit von 
Sauerstoff erforderlich. Die oben mitgeteilte Substanzvermehrung ist hierftir ein 
indirekter Beweis. STANIER gab an, daB die normale Bildung von Mikrocysten fast 
nur zwischen 30—35° eintritt. Das kann weitgehend bestatigt werden, auch wenn 
ich noch bei 15° geringe Mikrocystenbildung feststellte. Die Tatsache, daB die 
Neigung zur Verwandlung bei unter-optimalen Temperaturen — die ja in der Natur 
vorherrschen — abnimmt, anstatt zuzunehmen, spricht ebenfalls gegen die Deutung 
der Mikrocyste als Dauerstadium. 


Bewegung. 

Wahrend die Mikrocysten absolut unbeweglich liegen, sind die Stéb- 
chen zu intensiven Kriimmungs- und Ortsbewegungen fahig. Das Studium 
dieser Bewegungsvorginge wird durch die schwache Lichtbrechung und 
die hohe Empfindlichkeit der Zellen gegen auBere Reize sehr erschwert. 


Noch WrinoGRaADsky war der Meinung, daB die Cytophagen unbeweglich seien 
und neue Areale nur durch Verquellung von Bakterienschleim erreichen. KRz3- 
MIENIEWSKA erkannte dann als Erste aktive Bewegungen. RoxrrzKaJa und HArm- 
SEN nahmen als deren Ursache eine endstandige GeiBel an. KRZEMIENIEWSKA 1930, 
Rieren u. Fueumra sowie Stapp u. Borers verglichen die Bewegung der Cyto- 
phagen mit denen der Myzxobakterien. 


Bei beiden Organismen findet man Kriimmungs- und Gleitbewe- 
gungen, die unabhangig voneinander oder gleichzeitig ausgefiihrt werden 
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kénnen. Die Richtung (vorwarts—riickwiirts) ist in jedem Augenblick 
umkehrbar. 

Am besten ist die Bewegung in einem Hangetropfen, dessen Material 
der Kulturfliissigkeit entnommen wurde, oder im bewachsenen PC-Agar 
mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskopes zu beobachten. Nach Anderung 
des Milieus, wie sie bei Ausstrichen in sterilem Wasser oder frischer 
Nahrlésung entsteht, hort jede Bewegung auf. Die Beweglichkeit besteht 
weiterhin nur, wenn die Zellen in direktem Kontakt mit einer festen 
oder fliissigen Oberfliche liegen (Stapp u. BorTELs, STANTHR). Berthrt 
ein Stabchen nur einendig eine solche Flaiche, so macht das freie 
Ende charakteristische Pendel- oder Kreiselbewegungen (nach eigenen 
Beobachtungen I—3 sec je Umlauf), bis die ganze Liinge der Zelle wieder 
in Verbindung mit der Fliche kommt. Hier finden dann die eigenartig 
gleitenden Bewegungen statt, bei denen die Zellenden deutlich vibrieren. 
DaB die Ursache der Bewegungen nicht nur in den Zellenden zu suchen 
ist, liBt sich daraus erkennen, daB die Bewegungsrichtung sigma- oder 
hakenformig liegender Stiibchen von der Orientierung des groBten 
Zellanteils, also des Mittelabschnitts, abhiingt. Nach griindlicher Be- 
obachtung der in ihrer Ursache bislang ungeklarten Bewegung der 
Cytophagen glaube ich, daB diese auf eine Kontraktion kleinster Zell- 
abschnitte zuriickgefiihrt werden mu, eine Bewegungsart, wie sie 
gleichzeitig mit diesen Untersuchungen von M&YER-PIETSCHMANN fiir 
die echten Myxobakterien gefordert wurde. Die vermuteten Plasma- 
kontraktionen konnte ich wiederholt an Abstandsveranderungen 
zwischen optisch dichteren Partien beobachten. Die jeweilige Be- 
wegungsrichtung und Geschwindigkeit der Zelle wird durch die 
Summe aller Kontraktionsverinderungen bestimmt und ist chemisch 
zu beeinflussen. Die Pendelbewegungen einendig festhiingender Stabchen 
sowie das Vibrieren der Zellenden sind nun ebenfalls verstindlich. 

In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dafi von ULLRICH ein ver- 
gleichbarer Bewegungsmechanismus bei Oscillatorien gefunden wurde. Allerdings 


entstehen dort die Kontraktionswellen der faidigen Zellverbinde durch rhythmisehg 
Turgorschwankungen in den einzelnen Zellen. 


STANIER gibt die Maximalgeschwindigkeit der kriechenden Stiébchen 
mit 2,5 7/sec an. Von mir konnten in PC-Agar bei25°C Geschwindigkeiten 
von tiber 83—4 11/sec gemessen werden. Es ebehbee ein, daB solche Werte, 
die tibrigens viel gréBer als die echter Myxobakterien sind, nicht durch 
Schleimabsonderung erreicht werden kénnten. Der Schleim wird insofern 
an der Bewegung mittelbar beteilgt sein, als er den notwendigen Kontakt 
zwischen Staébchen und Unterlage herstellt. An der auffialligen An- 
haufung der beweglichen Stabchen, die am Rand der langsam wach- 
senden Auflésungs-Felder zu finden ist (vgl. Abb. 8), laBt sich die 
chemotaktische Steuerung der Bewegung erkennen. Eine weitere Be- 
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einflussung der Bewegung wird — abgesehen vom Sauerstoffdruck (STAPP 
u. BorTELS) und der Temperatur (Sranter) — durch die physikalische 
Struktur des Substrates hervorgerufen. So ist schon lange bekannt, daB 
die Stabchen bei der Besiedlung von Cellulosefasern die interfibrilliren 
Furchen bevorzugen (W1NoGRADsKy). Fiir das Bestreben der Zellen, 
sich dem Substrat stets mit méglichst groBer Oberflache anzulegen, 
fiihrte Sranipr 1942 den Begriff der Elastikotaxis ein. Unter diesen 
Begriff fallt auch meine Beobachtung, da sich das Wachstum be- 
sonders schnell entlang von Schrumpfungsfurchen und Verletzungen 
der PC-Agaroberfliiche ausbreitet. Um einen festen Kérper (etwa 
30 4 Durchmesser) sah ich einmal im PC-Agar auf Linien mit gleichem 
mechanischem Druck unzihlige Staébchen in beiden Richtungen, oft 
unmittelbar aneinander vorbeigleitend, kreisen. 

In den Auflésungs-Feldern im PC-Agar, in denen die Cytophagen 
durch ihr chemotaktisches Verhalten zuriickgehalten werden, besitzt 
jedes Stabchen vollige Selbstaindigkeit. Die Bewegungen aller Indivi- 
duen sind also nicht koordiniert. Die Angabe von StTantErR, dal die 
‘Ausbreitung der bewachsenen Areale wie bei den Myxobakterien durch 
lange und spitze Zellverbainde geschieht, die wie Miniaturarmeen tiber 
das Substrat kriechen sollen, lieB sich nicht bestatigen. Schwarm- 
bildung zeigte sich bei meinen Untersuchungen lediglich auf glucose- 
haltigem Agar, und auch dort nur, wenn die Zuckerkonzentration unter 
0,25% lag. Die Verhaltnisse in einem Nahrboden mit léslicher C- Quelle 
sind, da hier die Chemotaxis nicht wirksam werden kann, nicht mit 
denen auf Cellulose zu vergleichen. Die Richtung der gefundenen 
Schwarme lief auf diesem Zucker-Agar meistens senkrecht zum Impf- 
strich und tangential zu Unebenheiten der Agaroberflache, so dafi auch 
sie, wie schon angedeutet, elastikotaktisch bestimmt zu sein scheint. 


Wachstum auf cellulosehaltigen Ndhrbéden. 


Da das Wachstum der Cytophagen auf Filtrierpapier schon ausfithrlich 
von friiheren Autoren beschrieben worden ist, soll besonders der bislang 
nur zur Gewinnung von Reinkulturen benutzte Pracipitatcellulose-Agar 
berticksichtigt werden. 

In Petrischalen mit milchig-triibem PC-Agar (0,25—1,0°, Cellulose) 
wird nach Stichimpfung und Inkubation bei 20—28° C das Impfzentrum 
am 4.—7. Tag durchsichtig. Das runde Auflosungsfeld erweitert sich 
in den nachsten Wochen nahezu gleichmafig. Sein Durchmesser wachst, 
je nach Stamm und Vitalitat des Impfgutes, sowie in Abhangigkeit von 
Temperatur und Nahrbodenzusammensetzung, taglich um 100—300 1. 
Aufer bei Stamm Cyt.-3 Fanranus erreichen die Auflésungsfelder aller 
Stiimme stets Durchmesser iiber 1 cm, so dai die Angabe von Harm- 
seN, nach der dies nur fiir mikrocystenlose Arten zutreffen soll, zu 
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berichtigen ist. Die Auflésungsfelder sind bei Reinkulturen vollig glas- 
klar (Abb. 5a). Aus der Angabe von HarMSEN, daB bei ihm die Felder 
haufig eine leichte Triibung aufwiesen, ist zu schlieBen, dai dem Autor 
in solchen Fallen keine reinen Kulturen vorlagen (vgl. Abb. 5b). 

Sehr auffillig ist das bereits mehrfach beschriebene Phinomen, da 
die Auflosungsfelder im Agar einsinken. Man war bisher der Meinung, 
daB der Volumenverlust im Nihrboden der zersetzten Cellulosemenge 
entspriiche (Stapp u. Borres) oder dadurch vorgetéuscht wird, daB der 
Agar von den Stibchen beiseite,,gepfliigt wiirde (STANTER), Wie dies z. B. 
von Diatomeen und Myxobakterien (MnyER-PIETSCHMANN) bekannt ist. 
Diesen Auffassungen lift sich verschiedenes entgegenhalten: 1. Beim 
,,Pfliigen’’ miiBte es am Rand der Auf losungsfelder zu einer wallartigen 


Abb. 5. Auflésungsfelder in PC-Agar. Stamm Sp.-,,42.D.C.°, 3 Wochen bei 28° C. a Stichimpfung 
mit einer Reinkultur: klare Felder. b Agartropfen-Impfung mit einer Rohkultur: getriibte Felder. 


Substanzanhiufung kommen, die indessen nicht zu beobachten ist. 
2. Der aufgelésten Cellulosemenge kann das fehlende Nahrbodenvolumen 
nicht gleich sein, denn sonst diirfte es keine anderen Cellulosezersetzer 
geben, bei denen die Auflésungsfelder nicht absinken. 3. Die eingesun- 
kenen Oberflichen der gleichmaBig klaren Felder sind nicht eben, son- 


dern leicht gewélbt und zeigten oft Ringzonen von unterschiedlicher 
Tiefe (Abb. 6). 


Die Zonenbildung ist in parallel wachsenden Feldern stets gleichmaBig (Abb. 7) 
und geht auf klimatische Schwankungen zuriick. Sie laBt sich bereits durch Tem- 
peraturschwankungen wahrend der Kultur erzeugen und ist den ringférmigen 
Schleimwallen vergleichbar, die HARMSEN auf Filtrierpapier-Kulturen gesehen hat. 


Um die wirkliche Ursache fiir das Absinken der Felder zu finden, habe 
ich die Randtiefen von Auflésungsfeldern in verschiedenen Nahrbéden 
gemessen. 


Variable Faktoren waren Cellulosekonzentration und Dicke der PC-Agarschicht. 
Zu jedem Versuch gehérten 2 Prrri-Schalen mit je 10 Auflésungsfeldern. Um 
nach 3wochiger Kulturdauer bei 28° C die Niveau-Unterschiede zwischen Auf- 
losungsfeldern und deren Umgebung mikroskopisch erkennen zu kénnen, wurde 
Zinkstaub (Zine. pulv. Merck) auf die Agaroberflache geblasen. Die nur wenige 
groBen Metallkiigelchen lassen sich mit Hilfe der geeichten Mikrometerschraube 
des Mikroskopes sehr genau einmessen. 
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Die Mittelwerte von jeweils 20 gemessenen Feldern sowie die daraus 
errechneten Verhiltnisse im Nahrboden zeigt Tab. 2. Zwischen Cellulose- 
konzentration und Tiefe der Auflésungsfelder besteht also zwar ein Zu- 
sammenhang, aber die beim Einsinken des bewachsenen Bezirks ver- 
lorengehende Nahrbodensubstanz ist stets 


um ein Vielfaches (etwa 10 bis 20 mal) gréBer 


Abb. 6. 


Abb. 7. 


Abb. 6. Auflésungsfeld mit Ringbildung. Stamm 4-4, 3 Wochen bei 24°C. Aufnahme yon der 
: Unterseite der PETRI-Schale im reflektierenden Licht mit Nahobjektiv. Vergr. 3,5fach. 


Aufnahmetechnik wie Abb. 6. Vergr. 3,5fach. 


Abb. 7. Verschmelzung yon 2 Auflésungsfeldern mit Ringzonen. Stamm B-2, 4 Wochen bei 24° C. 


als die Masse der zersetzten Cellulose. Mit der Cellulosezersetzung ist 
also offenbar ein erheblicher Wasserverbrauch verbunden, der den eigent- 
lichen Volumenverlust ausmacht. 

Die Cellulosezersetzung wird mit steigender Cellulosekonzentration 
stirker. Da der Wasserverbrauch nicht im gleichen Verhaltnis wachst, 


Tabelle 2. Verhdltnisse in den Aufldsungsfeldern (AF) in Abhangigkeit von der PO- 
Agar-Schichtdicke und der Cellulose-Konzentration. Kulturdauer: 3 Wochen bei 28° C. 


nd 2: Gemessene Werte 
—7: Abgeleitete Werte 
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besteht anscheinend kein festes Mengenverhiltnis zwischen beiden 
Komponenten. 

Die Besiedlung der Auflésungsfelder wurde durch Lebendbeobach- 
tungen der Organismen in praparierten Auflésungsfeldern untersucht 
(Abb. 8). 

Zur Praparation wird ein Auflésungsfeld mit einem Skalpell quadratisch um- 
schnitten. Die PC-Agarschicht laBt sich mit einer Lanzettnadel vom Trageragar 
abziehen und auf ein Deckglas tibertragen. Dieses legt man auf eine flache feuchte 


Kammer, deren Boden man zur Vermeidung optischer Stérungen durch Kondens- 
wasser mit einer diinnen Gelatineschicht versieht. Die Beobachtung erfolgt mit 


dem Phasenkontrastmikroskop. 
——— ——— 
| dmptpunkt i ae / \ 


Die Auflésungsfelder in 1 mm diin- 
Mi nen PC-Agarschichten besitzen bei 
li OCYSTER..__| ; 

io 5 0,5 °,, Cellulosegehalt (im Gegensatz zu 
moe se my, . el hdheren Dosen) einen sehr scharfen 
”) ae a6. 4e “qomn 72 Rand mit einer Ubergangszone von 
Radius nur etwa 404. AuBerhalb des Auf- 
ears Menno Zeltormen 1ésungsfeldes sind Cytophagen- 
stibchen in rasch abnehmender Zahl 
bis 200 w von der Randzone entfernt zu finden. Auffalligerweise halten 
sie sich vorziiglich in der mittleren Tiefe und nicht an oder auf der 
Oberflaiche der PC-Agarschicht auf. Die meisten Stabchen sind 6—8—10 
mal 0,25—0,3 w groB und bewegungslos. Teilungsstadien, Mikrocysten 
und Ubergangsformen fehlen. Die Randzone, in der die Cellulosezer- 
setzung stattfindet, ist sehr dicht und fast ausschlieBlich mit Stabchen 
besiedelt. In 100 3 liegen hier etwa 30 Zellen, deren GroBe der eben 
genannten gleicht und damit den Maximalgr6Ben der Cytophagen ent- 
spricht. Auch hier liegen die Zellen nicht an der Oberfliiche, sondern in 
allen Tiefen der PC-Agarschicht. Bei den sehr beweglichen Stabchen der 
Randzone konnte ich Geschwindigkeiten tiber 200 “/min ermitteln. An 
Stellen, wo zufallig groéBere Cellulosemengen im Agar zusammengeballt 
sind oder wo aus mechanischen Griinden eine Elastikotaxis hervorgerufen 
wird, finden sich starkere Anhaufungen von Stabchen. Die Teilungstatig- 
keit ist allgemein lebhaft. Vergleichende Auszaéhlungen ergaben, dak die 
Breite der Randzone und die Besiedlungsdichte der Cellulosekonzen- 
tration annaihernd proportional ist. 


\| 
\ 


Die zur Mikrocystenbildung schreitenden Stibchen schwellen in der 
Randzone langsam an und verlieren ihre Beweglichkeit. Wahrend sie 
sich weiter zur fertigen Mikrocyste abrunden, bleiben sie im Auf- 
l6sungsfeld, das sich taglich um durchschnittlich 300 « vergréBert, 
zuriick. GroBere Mengen von Mikrocysten findet man erst etwa 100 yu 
vom Rand entfernt. Daraus ergibt sich die gleiche mittlere Umwand- 
lungszeit von 8 Std, wie ich sie auch bei Dauerbeobachtung feststellte. 
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Die Mikrocysten liegen meistens in kleineren oder groBeren Haufen zu- 
sammen, wodurch eine Hiiufigkeitsangabe fiir diese Zellen — maximal etwa 
10—15/100 «3 — leider ungenau bleiben mu8B. Wahrend stabchenférmige 
Zellen in abnehmender Zahl und GréBe nur bis 200 4 vom Rand ent- 
fernt im Auflosungsfeld zu sehen sind, findet man Mikrocysten noch bis 
zu seinem Zentrum, wobei aber auch ihre Zahl zentripetal geringer wird. 
Im zentralen Teil des Auflésungsfeldes konnten iibrigens verschiedent- 
lich einzelne stark deformierte Stabchen gefunden werden, die an die 
perlschnurartigen Involutionsformen aus 
glucosehaltigen Kulturen erinnerten. 
Die Forderung der Mikrocystenbildung 
: durch hohe Cellulosekonzentration wird be- 
-sonders deutlich, wenn im Nahrboden lin- 
-gere Faserreste liegen. An solchen Stellen 
findet man spater groBe Haufen oder lange, 
dichte Ketten von Mikrocysten (Abb. 9). 


Abb. 10. 


Abb. 9. Im Auflésungsfeld an der Stelle einer zersetzten Cellulose-Fibrille streptokokken-aihnlich 
liegende Mikrocysten. Stamm GU-25. Phasenkontrast, Vergr. 800 fach. 


Abb. 10. Zersetzung einer radial auf dem Rand des Auflésungsfeldes liegenden Cellulose-Fibrille. 
Erlauterung im Text. Stamm GU-25, Phasenkontrast, Vergr. 800 fach. 


DaB derartige ,,Verbande nicht etwa fruchtkérperartige Zusammen- 
lagerungen darstellen oder gar aus Teilungen der Mikrocysten entstehen, 
sondern nur zersetzte Cellulosefaiden nachzeichnen, kann an Faserresten 
verfolgt werden, die den Rand des Auflésungsfeldes kreuzen (Abb. 10). 
Anfanglich sind solche Fasern dicht mit Stabchen besiedelt; in der Rand- 
zone treten Ubergangsformen auf, und im Auflosungsfeld liegt dann 
an Stelle der aufgelosten Cellulose eine Kette von Mikrocysten. 

In 2—6 Wochen alten Auflésungsfeldern finden sich in der Umgebung 
der Impfstelle oft sehr hyaline, runde Kolonien, die spater die bekannte 
gelbe Cytophagen-Pigmentierung zeigen (Abb. 11). Diese sogenannten 
|, Sekundarkolonien“ sind an sich bekannt, aber eine genauere Unter- 
suchung dariiber fehlte bisher. Sie erreichen bei allen Stammen 0,5 bis 
1mm Durchmesser. In einigen Kulturen traten sie in gréBerer Zahl auf, 
in anderen des gleichen Stammes fehlten sie vollig. Es zeigte sich nun 
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ein deutlicher Zusammenhang mit der Cellulosekonzentration (Tab. 3), 
wie er bereits von HARMSEN vermutet wurde. 

Die mikroskopische Untersuchung zeigte in den Kolonien eine oft auf- 
fillig geordnete Lagerung der 8 0,3 « groBen staibchenformigen Zellen 
(Abb. 12). An der Oberfliche herrscht — oft in Form von Strafen — 
eine radiale Orientierung vor, wahrend die Zellen in der Tiefe und am 
Rande eine tangentiale Lage einmmehmen. Den Ubergang zwischen beiden 
Hauptrichtungen bilden hakenférmig gebogene Stabchen. 


Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 11. Auflésungsfeld mit Sekundirkolonien, deren Zentralkérper gut erkennbar sind. Stamm 
Cyt.-3 FAHRAEUS, 5 Wochen bei 24° C. Hellfeld, Vergr. 100 fach. 


Abb. 12. Sekundirkolonie von Stamm 4-4 mit Ring und Strahlenstruktur. Hellfeld, Vergr. 300 fach. 


Im Innern der Sekundarkolonien finden sich stets ein bis mehrere ku- 
gelige ,,Zentralkérper“ von etwa 0,1—0,3 mm Durchmesser, die vom 
AuBenbezirk deutlich abgegrenzt sind (Abb. 11). Sie kénnen ungefirbt 
bzw. nach vorhergehender Anfairbung im Agar mit Methylenblau dadurch 


Tabelle 3. Abhdngigkeit der Sekunddrkolonien von der Prdcipitatcellulose-Menge und 
der Ndhrboden-Schichtdicke. Stamm A-4, 3 Wochen bei 28°. Fiir jede Angabe der 
Tabelle wurden 20 Aufldsungsfelder beriicksichtigt. 


; ; Cellulose-Konzentration 
Schichtdicke 


0,25% 0,5% 0,75% 
| ‘ 
0,5 mm | 0 + | ++ 
1,0 mm | + + / + + 
1,5 mm | +e | zie nae 
0 = keine Sekundiarkolonien je Auflésungsfeld, + — 1—5 Sekundarkolonien je 
Auflésungsfeld, +4 = mehr als 5 Sekundarkolonien je Auflésungsfeld. 


freipraipariert werden, daB auf das ausgestochene Agar-Klétzchen mit der 
Kolonie ein Deckglas aufgesetzt und der Objekttriiger vorsichtig er- 
hitzt wird. Beim Schmelzen des Agars zeigt sich, da der AuBenbezirk 
der Sekundarkolonien lockerer als der Zentralkérper zusammenhingt 
und infolgedessen zerflieBt. Die freigelegten Zentralkérper (Abb. 13) 


s : 
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lassen sich nur schwer zerdriicken, da die haufig stark gekriimmten 
Stébchen sehr dicht gepackt sind. Die Abgrenzung innerhalb der Se- 
kundarkolonien scheint nur durch diese kompakte Lagerung, nicht durch 
Schleimverbackung, verursacht zu sein. 

In keinem Teil der Sekundarkolonien sind Mikrocysten zu finden. Da- 
gegen sind manche Stabchen im Mittelabschnitt auf etwa 0,4  verdickt 
(Abb. 14). Sie stellen vermutlich Ubergangsstadien dar, die sich aus 
Nahrungsmangel nicht bis zur fertigen Mikrocyste entwickeln konnten 
(siehe unten). Fiir eine Degeneration der Cytophagen in den Sekundar- 
kolonien (HARMSEN) konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden. 
Das Material war noch nach 2—3 Monaten gut abimpfbar. 


Abb. 13. 


Abb. 13. Freipriparierter Zentralk6rper aus einer Sekundirkolonie von Stamm O-5 BORTELS. 
Methylenblau, Vergr. 300 fach. 


Abb. 14. Zerdriickte Sekundarkolonie von Stamm A-4. Normale und zentral schwach verdickte 
Stibchen, keine Mikrocysten. Methylenblau, Vergr. 1000 fach. 


Die anfangliche Vermutung, da wir in den Sekundarkolonien primitive Frucht- 
k6rper vor uns haben, die denen der echten Myxobakterien entsprechen, lieB sich 
nicht bestatigen, denn die Entwicklung erfolgt durch Zellvermehrung und nicht 
in der Weise, daB sich an gewissen Stellen reife Stabchen aus der Umgebung 
sammeln. An Hand von Mikrotomschnitten! zeigte sich weiter, daB die Sekundar- 
kolonien nicht — wie es von HarmseNn wegen ihrer sichtbaren Aufwolbung an- 
genommen wurde — auf der Agaroberflache liegen, sondern im Nahrboden. Sie sind 
wie typische Bakterienkolonien linsenférmig und bilden sich sowohl in der PC- 
Agarschicht als auch zwischen dieser und dem Trageragar. Durch die Lage im 
Agar 14Bt sich auch die von HarRMsEN erwahnte schlechte Anfarbbarkeit erklaren. 

Da das Auftreten der Sekundiarkolonien von der Cellulosekonzen- 
tration abhangt, ist ihre Entstehung verstiindlich. Je gréBer die anfang- 
liche Cellulosekonzentration ist, um so leichter kann ein Nahrungsrest 
.,uibersehen* werden, im Auflésungsfeld zuriickbleiben und spater durch 
Stibchen besiedelt werden, die aus Mikrocysten ausgekeimt oder zufallig 
dorthin gelangt sind. Die an solchen Stellen zur Verfiigung stehenden 
geringen Nahrungsmengen reichen zu einer begrenzten Vermehrung der 


Stibchen aus, sind jedoch zu gering, um den Zellen den Ubergang in die 


1 Bei der Einbettung des Schnittmaterials bewahrte sich das von Brneur 1948 
benutzte ,,Celodal*‘. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18. 18 
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substanzreichere Mikrocystenform zu ermdéglichen. Der Sauerstoff- 
mangel in den Kolonien unter der Agaroberflache konnte sich ebenfalls 


hemmend auswirken. 


Wachstum auf Glucose-Ndhrboden. 


Uber die Zubereitung der Nahrbéden, die von wesentlicher Bedeutung 
fiir die Benutzung dieser Kohlenstoffquelle ist, wird weiter unten be- 
richtet (8. 264). 


/ ; = o » 5 y f > aS 
Auf 1,3%-Agar mit 0,1—0,5% Glucose treten nach 5 20 Tagen runde, gew dlbte 
Oberflachenkolonien auf, die zunachst glasklar erscheinen, spater aber die gleiche 
ockergelbe Farbung wie Filtrierpapier-Kulturen besitzen. Die schleimig glanzenden 
Kolonien wachsen 2—4 Wochen intensiv und verlieren dann auffallig schnell ihre 


Pr 6,8 Pu 6,7 Pr 6,6 Du 6,7 Pu 6,6 Pr 6,5 
Abb. 15a. Abb. 15b. 
Abb. 15a. Stamm ,, 4-4 (0,25% Gluc.)** auf 0,25°% Glucose-Schriigagar, 17 Tage bei 24° C. S-Form. 


Abb. 15b. Stamm 4-4 auf 0,25% Glucose-Schrigagar, 17 Tage bei 24° C. R-Form. 
, 


Vitalitat. Alternde Kolonien werden glanzlos, welk und dunkler im Farbton. 
Bisweilen finden sich in jungen Kolonien ein bis mehrere zentrale Bezirke, ahnlich 
wie in den oben beschriebenen Sekundarkolonien. Hier werden jedoch im Gegen- 
satz zu jenen Mikrocysten gebildet. 

Die Beweglichkeit der Stabchen ist bei geringen Glucosekonzen- 
trationen sehr grof und nimmt mit steigender Zuckermenge rasch ab. 
Makroskopisch ist das daran zu erkennen, daB die Kolonien auf Agar- 
nihrb6den mit weniger als 0,25°%, Glucose schleimig-glatt und ohne 
deutlichen Rand wachsen (S-Form) und zur ,,Schwarmbildung neigen 
(Abb. 15a), wihrend sich bei héheren Konzentrationen die Kolonien 
kornig und massiv (R-Form) entwickeln (Abb. 15b). Da die R-Form 
auch bei geringer Zuckerkonzentration entsteht, sofern der py-Wert des 
Nihrbodens ungiinstig ist, darf man sie wohl als makroskopisches 
Zeichen beginnender Involution der Sti&bchen infolge schadigender 
Umweltfaktoren ansehen. Die beiden Kolonietypen sind meines Er- 
achtens ohne systematischen Wert, obwohl nach Stanter das k6rnige 
Wachstum nur bei einigen Stimmen auftreten und dann die normale 
Wachstumsform darstellen soll. Eine ahnliche Wirkung der Glucose fand 
Finck bei echten M yxobakterien. 
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In flissigen Glucosekulturen beginnt das Wachstum mit einer schwach 
milchigen Triibung des Mediums, die spater kraftiger wird und die gelbe 
Farbung annimmt. Auf ungestért sich entwickelnden Kulturen bildet sich 
nach einiger Zeit ein voluminéses gelbes Oberflachenhiutchen, in dem — 
wie vorher auch in der ganzen Fliissigkeit — beide Zellformen zu finden 
sind. In gleichmaBig bewachsenen Kulturen mit hoherer Glucosekonzen- 
tration, deren Fliissigkeit zunehmend viskés wird, finden sich haufig zahl- 
reiche ,,Sterne’‘, wie sie von STAPP u. BoRTELS beschrieben worden sind. 
Sie erreichen nach meinen Beobachtungen bis zu 2mm Durchmesser 
und enthalten Stabchen und Mikrocysten. HarMSEN hielt die Sterne 
sicher zu Unrecht fiir primitive oder rudimenentaére Fruchtk6rper. 
Meiner Meinung nach bilden sich die 
Sterne durch das bekannte elastikotak- 
tische Verhalten der Cytophagen (vgl. 
STILLE). Es ist auch méglich, daB sie den 
eben beschriebenen R-Form-Kolonien 
entsprechen. 

Ks ist bekannt, das in Cytophagen-Kulturen 


in allen Nahrbéden mit mehr als 0,25% Glucose Abb. 16. Riesenzelle, durch den Ein- 


deformierte Stabchen auftreten, die perlschnur- fluB von 1,5% Glucose hervorgerufen. 
; x e E ‘ Stamm 4-4. Methylenblau, Vergr. 

artig oder tiber ihre ganze Lange hin aufgetrie- 1000fach. 

ben sind und Durchmesser von etwa 2 er- 

reichen. Der relative Anteil an solchen teratologischen Formen nimmt mit dem 

Alter der Kultur und dem Glucosegehalt zu. Die deformierten Zellen sind absolut 

bewegungslos. Auch die Teilungstatigkeit scheint gest6rt zu sein, denn in Glucose- 


Kulturen findet man haufig tiber 30 uw lange ,,Riesenformen“ (Abb. 16). 


Ernahrungsphysiologische Beohachtungen. 


Kohlenstoff-Erndhrung. 


Als Tatigkeit der Cytophagen vermutet man die Zersetzung der Cellu- 
lose im Boden. Es ergibt sich aber die eigentiimliche Lage, daB zwar 
reine Cellulose!, aber keine irgendwie inkrustierte, von ihnen zerstort 
wird, auBerdem Lichenin (FAHRAEUS). Bei erneuter Untersuchung fand 
ich kein natives pflanzliches Zellmaterial, mit Ausnahme von Baum- 
wollhaaren, das fiir sie angreif bar ware. 

Um die Tatigkeit in der Natur zu verstehen, hat man an die Wirkung 
eines Zusammenlebens gedacht (WINOGRADSKY, STAPP u. BORTELS, 
HaRMSEN), wobei entweder die Inkrusten, in erster Linie das Lignin, 
herausgelost wiirden oder Abbauprodukte der Cellulose zur Verfiigung 
gestellt wiirden. FAHRAEUS zog weiterhin die Belieferung mit Vitaminen 
bzw. die Zerstérung schidlicher Stoffwechselprodukte durch Begleit- 


1 Partielle Hydrolyse durch Kupferoxyd-Ammoniak oder Mineralsauren erhoht 
die Zersetzbarkeit. Auch Oxycellulose ist nach eigenen Untersuchungen gut ver- 


wertbar. 
18* 
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bakterien in Betracht. Aber weder RokrrzKaJA noch mir gelang es, den 
Organismus an faulenden Pflanzenresten oder in der Rhizosphire nach- 
zuweisen, so da die Frage der Kohlenstoffnahrung der Cytophagen in- 
der Natur meiner Meinung nach noch vollkommen offen ist. 

Bei den weiteren Untersuchungen spielte die Verwendbarkeit von 
méglichen Zwischen- oder Endprodukten des Celluloseabbaus eine 
wesentliche Rolle. Fanrarus gelang es, Glucose als Zwischenprodukt 
der Cellulosespaltung durch Bakterienpriiparate nachzuweisen und an- 
dererseits konnte SranrerR die Eignung von Glucose als C-Quelle, die 
bisher umstritten war, beweisen. STANIER zeigte, daB die Erhitzung 
des Zuckers beim Sterilisieren toxische Produkte entstehen laBt. Auf 
diesen Versuchen baute ich weiter auf, zumal Fanraerus die Ergebnisse 
von STANIER in Zweifel gezogen hatte. Es sollte vor allem geklart 
werden, welche Rolle die Reaktion bei dem Entstehen der toxischen 
Produkte durch Erhitzen spielt?. 

Ich benutzte zunachst 1,3°%ige Agarnahrbéden mit verschiedenem Glucose- 
gehalt (0,1; 0,25; 0,4; 0,75; 1,0 und 1,5%). Dadurch, dai den Reagensrodhrchen zu 
ihrem neutral reagierenden Glucosesubstrat vor dem Autoklavieren je 1—5 Tropfen 
1/20 n H,SO, bzw. NaOH zugesetzt wurden, entstanden Versuchsserien mit 11 an- 


nahernd gleichmaBigen Stufen im px-Bereich 6,5—7,5, gemessen post sterilisa- 
tionem (vgl. Abb. 17). 

Die Medien farbten sich beim Autoklavieren mit steigender alkalischer Reaktion 
durch gebildetes Caramel zunehmend braun. Diese Farbung, die bereits schwach 


in zuckerfreien Agarlésungen zu beobachten ist, verschwindet weitgehend durch 
Ansauern. 


Auf diesen Nihrbéden wurden die Stémme 4-4, 4-5, B-2, Cyt-3 Fanranus 
und KO-5 BorrTE.s gepriift sowie eine Subkultur von Stamm 4-4, die schon auf 
0,259 Glucose vorkultiviert war. Da sich alle Stamme, die zum erstenmal auf 
Glucose kamen, gleich verhielten, sind in Abb. 17 nur die Ergebnisse der beiden 


A-4-Stimme beriicksichtigt. 

Der Wachstumsbereich erstreckt sich bei 0,1°, Glucose von px 6,6 
bis 7,5. Mit steigender Glucosemenge beschrinkt sich das Wachstum 
jedoch weitgehend auf den sauren Bereich. Stets zeigt sich ein Ent- 
wicklungsoptimum bei pq 6,7—6,8, das mit steigender Zuckerkonzen- 
tration enger wird, wiihrend die absolute WachstumsgréBe der Glucose- 
konzentration parallel geht. Bei Agarnaihrbéden liegt die Grenzkonzen- 
tration mit 0,4 und 0,75°, Zucker bedeutend tiefer als in den unten 
genannten fliissigen Nihrbéden. Sranrer gibt sie entsprechend als 
< 1,0°/) an. Der Zeitpunkt, an dem das Wachstum sichtbar wird, ver- 
z0gert sich zunehmend mit der Glucosemenge und der extremen Re- 
aktion des Niihrmediums. Es ist bemerkenswert, da8 unreine Kulturen 
von diesen Faktoren viel unabhangiger sind als Reinkulturen. So wurden 


1 Die Ergebnisse der Versuche von FAHRAEUS u. SIJPESTEIJN (1949) wurden 


mir erst nachtriglich bekannt; meine eigenen Untersuchungen erginzen diese 
wesentlich. 
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von der Mischkultur KO-5 + Torula sp. (kiinstliche Mischkultur nach 
BorTELs) noch Schragagarrohrchen mit 1,2 ° Glucose im sauren und 
alkalischen Bereich kraftig bewachsen. 

Bei den beiden Versuchsstammen 4-4 und ,,4A-4 (0,25% Gluc.)‘* unterschieden 


poh bei gleichen AuBenfaktoren die Wuchsformen der Kolonien in auffalliger 
Weise: Wahrend bei dem Ausgangsstamm bei Konzentrationen von tiber OW, 


G7 Vo Glucose 


Wochstumsgrobe —~ 


68 


G8 
Eee tara 
a) Stamm 4-4 b) Stamm ,,A-4 (0,25% Gluc.)*‘ 


Abb. 17. Wachstum auf glucosehaltigen, bei unterschiedlicher Reaktion des Mediums autoklavierten 
Agar-Nihrbéden. omo—o nach 12 Tagen bei 24° C, e—e—e nach 24 Tagen bei 24°C. 


Glucose nur Einzelkolonien vom Rauhform-Typ (vgl. Abb. 15b) entstanden, bildeten 
sich solche bei dem vorkultivierten Stamm erst bei 0,4°% Glucose. Unterhalb dieser 
Konzentrationen war das Wachstum immer glatt und schleimig und breitete sich 
iiber den Rand der Impfspur aus (vgl. Abb. 15a). Aus R-Formkolonien bildeten sich 
nach Ubertragung in giinstige py- und Glucosebedingungen wieder Glattformen. 
Die im alkalischen Bereich auf 0,25°% Glucose angewachsenen Zellen zeigten nach 
Impfung in Nahrbéden mit verschiedenen px-Werten die gleiche Verteilung der 
WachstumsgréBen wie in Abb. 17b. 


Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB schon nach einer Pas- 
sage — also nach relativy kurzer Einwirkungszeit — eine Anpassung an 


266 E. SPEYER: 


erhéhte Glucosekonzentrationen, nicht aber an die offenbar abweichen- 
den Verhiiltnisse in Glucose-Nahrbéden nach Heifsterilisation im alka- 
lischen Bereich eingetreten war, und dai die Glattform gute Wachstums- 
bedingungen anzeigt. Nur bei schleimigem Wachstum kommt es zu der 
bereits erwihnten Schwarmbildung. 

Es war nun zu priifen, ob in Fliissigkeitskulturen die gleichen Verhalt- 
nisse wie auf festen Ni&hrbéden vorliegen. Die Nahrlédsungen wurden wie 
die Glucose-Agarnaihrbéden hergestellt und autoklaviert. Fiir alle 
Stamme konnte ich hier noch bei 2,0—2,5°, (bisweilen sogar noch bei 
3%) Glucosegehalt gutes Wachstum beobachten, wobei es sich auch 
diesmal weitgehend auf den Bereich, der bei saurer Reaktion auto- 
klaviert worden war, beschrankte. Auch durch nachtragliches Ansauern 
der alkalischen Nahrlésungen konnten diese nicht verbessert werden. 
Ein im sauren Bereich autoklavierter Glucosenaéhrboden wird indessen 
auch dann noch bewachsen, wenn er — in der Kalte — begrenzt alkalisch 
gemacht worden ist. Hieraus geht nun eindeutig hervor, da nicht der 
pu-Wert des Nahrmediums wihrend der Kultur die merkwiirdigen 
Wachstumsergebnisse bedingt, sondern daB die Reaktion des Substrates 
waihrend der Heifsterilisation der entscheidende Faktor ist. 

Nun wurde eine Serie von Niahrlésungen hergestellt, denen jeweils ein 
bestimmtes Salz fehlte. 

Diese Salze wurden fiir sich zu 0,25°% igen Glucoselésungen gegeben, die dann zur 
Halfte bei alkalischer (px 7,5), zur Halfte bei saurer Reaktion (px 6,5) autoklaviert 
wurden. Die einzelnen Lésungen wurden unter sterilen Bedingungen zusammen- 
gegeben, neutralisiert und beimpft. 

Ks zeigte sich, dai keine glucosehaltige Salzlésung, die bei alkalischer 
Reaktion autoklaviert worden war, bewachsen wurde. An der Verinde- 
rung der Glucose ist also eindeutig kein bestimmtes Salz oder Ton 
beteiligt, sondern es mu jenseits des Neutralpunktes eine Labilitat des 
Glucosemolekiils bestehen, aus der heraus es bei Erhitzung zu einer 
strukturellen Veriinderung kommt. Die kritische Reaktion, bei der sich 
die Glucose umlagert, liegt nach meinen Versuchen bei px 6,8—6,9, 
wihrend FAHRAEUS u. StsJPESTEIJN den Neutralpunkt fiir die Um- 
schlagsgrenze halten. 

In einer Wiederholung der Versuche von STANIER mit steril filtrierter 
Glucose in fliissiger Nihrlésung entwickelten sich die Kulturen im ganzen 
untersuchten py-Bereich von 6,5—7,5 gleichmaBig gut. Auch ich konnte 
feststellen, dali 2—2,5°, Glucose noch kriiftig und kaum verzégert be- 
wachsen werden. Hiermit wird das Ergebnis von STanreRr voll bestitigt. 

Nachdem geklirt war, worauf die irreversible Veranderung der Glu- 
cose zuriickgefiithrt werden muB, wurde untersucht, ob bei der Umwand- 
lung eine toxische Substanz entsteht, oder ob die Glucosemolekiile fiir 
die Cytophagen nur unangreif bar werden. Zu diesem Zweck wurden Nahr- 
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l6sungen mit jeweils 0.25% Glucosegehalt hergestellt und in unter- 
schiedlicher Weise sterilisiert. Fiir die Versuchskulturen wurden diese 
Nahrlésungen paarweise gemischt. Aus Tab. 4 geht hervor, daf das 
Umwandlungsprodukt auch die Verarbeitung von solcher Glucose ver- 


Tabelle 4. Wachstum von Stamm A-4 in gemischten, unterschiedlich vorbehandelten 
Glucose-N ahrlésungen 
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hindert, die in ungemischten Kontrollen ausgenutzt wurde. Man kann 
also mit Recht von einem toxischen Effekt der verainderten Glucose 
sprechen. 

Um die Annahme von IMSENECKI zu sichern, nach der dieser Effekt 
nur bakteriostatischer Natur sein soll, wurde eine alkalisch autoklavierte 
1% -Glucose-Nahrlésung mit einer kraftigen Aufschwemmung von 
Stamm A-4 beimpft. Die Kultur, die nach 4tagiger Bebriitung bei 24° 
kein Wachstum zeigte, wurde durch ein Membranfilter filtriert, auf dem 
Filter durch Spiilung vom Zucker befreit und nach Ubertragung des 
Membranfilters auf Nahrlésungsagar mit einem sterilen Filterpapier 
iiberdeckt. Da die Cellulose nach 6 Tagen stark bewachsen war, kann die 
Mitteilung von ImsENECKI bestatigt werden. 

Es wurde weiterhin gepriift, ob die bakteriostatisch wirkende Glu- 
cose an aktive Kohle zu adsorbieren ist. Diese wurde verschiedenen 
0,4° igen Glucosenahrlésungen zugesetzt, die teilweise bei saurer bzw. 
alkalischer Reaktion autoklaviert, zum anderen Teil noch unsteril 
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waren. Alle Aufschwemmungen wurden bei Zimmertemperatur gut 
durchgeschiittelt und nach einfacher Klarfiltration steril filtriert. Nach 
der Adsorption der Caramelisationsprodukte an die Kohle war zwar die 
Braunfirbung der alkalisch autoklavierten Glucosenahrlosung vollig 
beseitigt; aber es trat in diesen Medien, im Gegensatz zu allen anderen 
des Versuchs, kein Wachstum ein. Eine Adsorption des Hemmstoffes an 
aktive Kohle ist also nicht méglich, so daB seine Nichtidentitat mit 
Caramel als erwiesen gelten kann. Es ware zu untersuchen, ob wir es 
bei dem bakteriostatischen Stoff mit Oxymethylfurfurol zu tun haben, 
dessen Entstehung in erhitzter Glucoselésung von EvsTIGNEER und 
NIKIFoROVA festgestellt wurde. 

Cellobiose ist beziiglich ihrer Brauchbarkeit als Kohlenstoffquelle fiir die Cyto- 
phagen der Glucose vergleichbar. Sie zeigt die gleiche Empfindlichkeit gegen Er- 
hitzung bei alkalischer Reaktion. Die Grenzkonzentration liegt mit 1% auf festem 
und 3% in fliissigem Substrat nur wenig héher als die der Glucose. Von anderen 
Zuckern, die gréBtenteils bereits untersucht sind, wurden Rohrzucker und Xylose 
noch einmal unter Beriicksichtigung des pq-Wertes und der Sterilisationsmethode 
geprift. Es kann bestitigt werden, da diese beiden Kohlenhydrate nicht ausnutz- 
bar sind. 

In sauerstoffbeschrankten Glucosekulturen lieB sich nach der Methode 
von AGULHORN Milchsiure nachweisen. Versuche mit 0,25°, Milchsaure 
in synthetischer Nahrlésung verliefen jedoch unabhaingig von der Re- 
aktion erfolglos. Erst nach einer Kombination der Milchséure mit 0,25°, 
Glycerin zeigte sich sowohl auf festen wie in fliissigen Nahrb6den in 
6 von 8 Parallelen ein schwaches Wachstum der hierbei untersuchten 
Stamme Cyt.-3 FanrarEus und 6-2, das unabhiingig von der Sterili- 
sationsmethode war. Das Wachstum lief sich durch Variation der 
Konzentrationen nicht verbessern. Auf Glycerin allein wuchsen die 
Staémme iibrigens nicht. 

Kin weiterer Versuch wurde mit einer gemischten Lésung von Dioxy- 
aceton und Glycerinaldehyd unternommen. Die jeweiligen Mengen 
beider Stoffe entsprachen Glucosekonzentrationen von 0,2—0,5°%. Die 
Nahrlésungen wurden teils durch Filtration, teils im Autoklaven bei 
unterschiedlicher Reaktion sterilisiert. Es zeigte sich, daB in diesem 
Fall nicht die filtrierten Losungen bewachsen werden, daB aber in allen 
Kulturen mit 0,2—0,5°, Gemisch beider Stoffe nach Autoklavierung bei 
pu 9,8 kraftiges Wachstum eintritt, das sich nur durch vermehrte R- 
Formen von dem auf Glucose unterscheidet. In Medien, die im alkali- 
schen Bereich autoklaviert werden oder mehr als 0,5% Gemisch beider 
Stoffe enthalten, entwickeln sich die Cytophagen nicht. Das Ergebnis 
laBt vermuten, dafi Dioxyaceton und Glycerinaldehyd beim Glucose- 
abbau durch Cytophagen als Zwischenprodukt auftreten, daB also das 
Abbauschema gewisse Verwandtschaft mit dem der Hefe besitzen 
diirfte. 
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Wachstumsfordernde Faktoren. 


Die Schwierigkeiten der Haltung von Cytophagen-Reinkulturen sollen nach 
STAPP u. BORTELS sowie HARMSEN besonders auffallig bei amikrocystogenen Arten 
sein. HARMSEN fand neben dem bekannten Foérderungseffekt durch andere Mikro- 
organismen (WINOGRADSKY, Stapp u. BorTeis, Fauranus), da8 Extrakte aus 
Erde oder organischen Materialien die Cellulosezersetzung zu stimulieren vermégen. 
HarMSEN glaubt, daB diese Férderung nicht auf Spurenelemente, sondern auf 
vitaminahnliche ,,biogene“ Stoffe zuriickgeht. 

Die Versuche mit Erdextrakt habe ich mit variierter Methodik wiederholt. Der Erd- 
dekokt wurde aus 1 kg humoser Gartenerde und 2 Liter dest. Wasser durch Druckerhit- 
zung (1 Std bei 2 atti) gewonnen, filtriert und seine Wirkung in steigendenK onzentra- 
tionen von 1—100% auf Filtrierpapier- 
Kulturen und in PC-Agar getestet. 

Maximal beschleunigtes Wachs- 
tum kann schon bei 1°, Erdex- 
trakt beobachtet werden. In ge- 
forderten PC-Agar-Kulturen ver- 
halten sich die Radien der Auf- 
l6sungsfelder zu denen der Ver- 
gleichskulturen etwa wie 5:3. Die- 
ses Forderungsverhaltnis bleibt 
bis zu 90° Erdextrakt nahezu 
konstant. Bei weiterer Erhohung 
der Dosis nimmt die Wachstums- 
intensitat — verursacht durch den 
sich nun bemerkbar machenden 
Mangel an Nithrsalzen — stark ap. ae nan oe tte 

Kine vergleichbare, wahrschein- mit Humus. Links: Cyt.-3 FAHRABUS. Rechts: 
lich sogar identische giinstige Wir- pee ey. 
kung erhielt ich nach Zugabe von 0,1 °, Niedermoor-Humus in alkalischer 
Lésung. Die Cellulosezersetzung stieg auch in diesen Kulturen um mehr 
als 50% (Abb. 18). In einem weiteren Versuch wurde die Niedermoor- 
erde vor der Extraktion im Trockenschrank 3 Std auf 200° C erhitzt. 
Die Wachstumsforderung unterschied sich nicht von den beiden vorigen. 

Die Ergebnisse weisen darauf hin, daf es sich bei der fordernden Wir- 
kung von Erdextrakt und Humuslésungen kaum um organische Wirk- 
stoffe handeln kann, da diese die Erhitzung auf 200° nicht tiberstan- 
den hatten. Es ist’ daher trotz gegenteiliger Ansicht von HARMSEN an- 
zunehmen, daB die Férderung durch Spurenelemente hervorgerufen wird, 
auf deren Bedeutung als anorganische, im Humus angereicherte Bio- 


katalysatoren BorTELS hingewiesen hat. 


Oxydase; Farbstoff. 


Wie bereits oben berichtet, sind die Cytophagen weder auf Cellulose 
noch auf glucosehaltigen Nahrbéden imstande, Triphenyl-Tetrazolium- 
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chlorid zu Formazan zu reduzieren. Hieraus laBt sich schlieBen, daB der 


rq-Wert der Organismen gréfer als 18 ist — das Fermentsystem inner- 
halb der Zellen also im ganzen gesehen oxydativ arbeitet — so wie es 


schon von STanteR 1942 nach Versuchen mit der Warburg-Apparatur 
vermutet wurde. Den Nachweis von Oxy dasezentren konnte ich nach 
Scuutze-Kramer durch Anfarbung mit «-Naphtol 4+ Dimethyl-p- 
Methylendiaminchlorhydrat erhalten. 

Der anfangs kanariengelbe, spiter ockergelbe Farbstoff der Cyto- 
phagen wird von Fanrarus und Sranter fiir einen Lipoidfarbstoff ge- 
halten, wiahrend Harmsen ihn fiir ein Spaltprodukt der Cellulose ansieht, 
der die eigentliche Bakterienfirbung tiberdeckt. Das kann nicht zu- 
treffen, denn die Gelbfairbung ist nicht an das Wachstum auf Cellulose 
gebunden, sondern tritt auch auf Glucose und Glucosebruchstiicken auf. 
Die vom gleichen Autor stammende Mitteilung, wonach das gelbe Pig- 
ment wasserléslich sein soll und in den Nahrboden diffundiert, kann 
ebenfalls nicht bestatigt werden. Der Agarnaihrboden unter bewachsenem 
oder zersetztem Filtrierpapier bleibt ebenso unverandert klar und un- 
gefarbt wie das Filtrat kraftig bewachsener, gelber Glucose-Flissigkeits- 
kulturen. 

Der Farbstoff besitzt in der steigenden Alkoholreihe zunehmende Léoslichkeit. 
Losungsmittel sind ferner: Ather, Chloroform, Amylalkohol, Amylacetat, Petrol- 
ather, Benzin, Benzol. Nach dem Eindampfen konzentrierter Farbstofflésungen 
bleibt eine braun-gelbe schmierige Masse zuriick. Aus verdiinnten Lésungen in 
Petrolather gelang es mir indessen, durch vorsichtiges Eindampfen nadelf6rmige 
Kristalle von etwa 15x 0,3 4. GroBe zu erhalten, die pallisadenartig zu vielen neben- 
einander lagen. Die bei der ,,Penicillin-Gesellschaft Géttingen‘‘ durchgefiihrte 
Elementaranalyse zeigte, daB der durch Extraktion gewonnene Farbstoff nur C, O 
und H enthalt. Das Pigment wird durch Kochen in Wasser, verdiinnten Sauren 
oder Laugen weder gelést noch zerstért. In kochender H,SO, entsteht nicht die 
fiir Carotinoide typische Blaufarbung, sondern eine braune Triibe. Durch langere 
Kinwirkung von Sonnenlicht oder H,O, wird der Farbstoff zerstért. Indicator- 
wirkung oder Fluorescenz ist nicht vorhanden. 

Die EKinheitlichkeit des Farbstoffes aller von mir untersuchten Stamme 
konnte papierchromatographisch bewiesen werden. Bei der Verteilung 
eines vermischten Farbstoffextraktes in Butanol-Kisessig wanderte nur 
eine gelbe Bande. Die Farbdifferenzen, nach denen man die Stimme mit 
zunehmender Farbintensitit in folgender Reihe anordnen kann: 

KO-5 Borteis, GU-25, Cyt.-3 Fauranus, B-2, Sp-Az.D.C., A-4, A-5 
ist also nur quantitativer Natur und damit bei den untersuchten Staém- 
men ohne systematischen Wert. 

Die Frage nach der Lokalisierung des Farbstoffes laBt sich mikroskopisch nicht 
beantworten. Man kann jedoch aus der kraftigeren Farbung der schleimarmen 
R-Form-Kolonien schlieBen, daB das Pigment in oder an den Zellen liegt. Da die 


cystenlosen Arten sogar stirker als die cystenbildenden gefarbt sein sollen (Harm- 
SEN), muB man annehmen, daB mindestens die Stabchen pigmentiert sind. Aus 
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der dunkler werdenden Gelbfarbung alternder Sporocytophagen-Kulturen, die 
annahernd nur noch Mikrocysten enthalten, ergibt sich aber, daB auch die Mikro- 
eysten gefarbt sind. Ob das Pigment in den Zellen an bestimmten Stellen 
konzentriert oder diffus verteilt liegt, ist nicht zu entscheiden. Ebenso unklar bleibt 
auch die Bedeutung des Farbstoffes. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Die Methodik zur Isolierung von Sporocytophaga myxococcoides wurde 
weiter verbessert. Mit dem Phasenkontrast- und Elektronen-Mikroskop 
lieBen sich gewisse Zweifel hinsichtlich der Cytologie von vegetativen 
Stabchen und Mikrocysten kliren. In den Stabchen konnten Kon- 
traktionswellen erkannt werden, welche gleitende Bewegung der Zellen 
bis 250 /min hervorrufen. Die Deutung der Mikrocysten als Dauerform 
wird angezweifelt. In Agarnaihrbéden mit kolloidal verteilter Cellulose 
(Pracipitat-Cellulose) zeigte sich, daB die ,,Auflésungsfelder“ propor- 
tional der Cellulosekonzentration im Agar einsinken, und daB die 
stabchenformigen Zellen ihr Haufigkeitsmaximum am Rand der Felder, 
die Mikrocysten hingegen in geringer Entfernung von diesem im Auf- 
- losungsfeld haben. In den Auflésungsfeldern traten Sekundarkolonien 
auf, deren Entwicklungsursache, Struktur und Lagerung beschrieben 
werden. 

Beziiglich der Ausnutzung von Glucose wurde in Ubereinstimmung 
mit STANIER 1942 festgestellt, daB bei Sp. myxococcoides bei mehr als 2% 
noch Wachstum eintritt. Sterilisation der Glucose im Autoklaven ist 
moglich, sofern sie bei saurer Reaktion (py < 6,8) durchgefiihrt wird. Im 
alkalischen Bereich erhitzte Glucose wirkt bakteriostatisch. Der Hemm- 
stoff ist nicht an Aktivkohle adsorbierbar, also nicht mit Caramel iden- 
tisch. Ebenso wie Glucose kénnen Cellobiose und Glycerinaldehyd bzw. 
Dioxyaceton als Kohlenstoffquelle dienen. 

In den Zellen lieBen sich durch Farbung Oxydasezentren nachweisen. 
Da Tetrazoliumchlorid in keinem Nahrboden durch Cytophagen zu 
Formazan reduziert wurde, muf fiir die Organismen ein Redoxpotential 
von ry > 18 angenommen werden. 

Der gelbe Farbstoff der Cytophagen war bei allen 7 untersuchten 
Stémmen — die bis auf 2 Kontrollstamme selbst isoliert waren — 
papierchromatographisch einheitlich, so da sich gewisse Farbungs- 
differenzen als nur quantitative Unterschiede erwiesen. Das mit Fett- 
lésungsmitteln extrahierbare Pigment besteht nur aus den Elementen 
©, O und H. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


Zur Frage des Wuchsstoffbedarfes und der Wuchsstoff- 
Synthese von Merulius lacrymans domesticus Falek. 


Von 
HANS KUHLWEIN und WERNER ZOBERST. 


Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 7. November 1952.) 


Koex u. Fries (1937) haben als erste den Wuchsstoffbedarf einiger 
Polyporaceen untersucht und festgestellt, daB sie aneurinheterotroph 
sind. Kurz danach hat dann Fries (1938) die friiher gewonnenen Er- 
gebnisse in einer gr6Beren Arbeit zusammengefaBt und erweitert. Er hat 
gefunden, dafi der Hausschwamm die von ihm verwendete Nahrlésung 
erst nach Aneurinzugabe zu nutzen vermag, wahrend Kontrollkulturen 
nur ein verschwindend kleines Myceltrockengewicht erreichten. In der 
Folge haben dann ScHoprer u. BLUMER (1940) die merkwiirdige Tat- 
sache mitgeteilt, da aiquimolaren Lésungen der Spaltstiicke des Aneu- 
rins bei einigen Polyporus-Arten eine groBere Wirkung zukommt als dem 
Gesamtmolekiil, ohne dafiir eine Erklarung geben zu kénnen. In den 
letzten Jahren haben sich besonders Norp u. Mitarb. im Verlaufe aus- 
gedehnter Untersuchungen tiber die Biochemie holzzerstorender Pilze 
auch mit dem Wuchsstoffbedarf einiger Vertreter der Gattung Merulius 
beschaftigt. Zusatz von p-Aminobenzoesaure (ScCrARINI u. Norp, 1945) 
sowie Nicotinsaiure, Inosit und Desthiobiotin zur Nahrl6sung waren ohne 
merkbaren EinfluB auf das Wachstum von Merulius niveus, M. tremel- 
Josus, M. confluens und Fomes annosus ; dagegen konnte bei diesen Pilzen 
das Vorliegen einer Aneurinheterotrophie eindeutig festgestellt werden 
(Norp u. Sctarint, 1946). Ebenso hat Yusrr (1950) Aneurinhetero- 
trophie bei 41 Polyporus- und Fomes-Arten nachgewiesen. Erst kitrzlich 
hat sich dann Voce (1951) mit dem Wuchsstoffhaushalt des Haus- 
schwammes bei Kultur auf synthetischen Nahrlésungen beschaftigt. 

Im Hinblick auf die ausgeprigte Aneurinheterotrophie zahlreicher 
holzzerstérender Pilze schien es von Interesse, sowohl den Wuchsstoff- 
bedarf als auch die Wuchsstoffsynthese von Merulius lacrymans auf syn- 
thetischen Loésungen eingehend zu untersuchen. 


Methodik. 
Kulturmethoden. 


a) fiir Merulius lacrymans. Sie sind in einer fritheren Arbeit des einen von uns 
(Zopurst, 1952) ausfiihrlich dargestellt worden. Abweichungen davon werden im 
Versuchsteil angefiihrt. 


274 H. KiiHLwern und W. ZoBERsST: 

b) fiir Succharomyces cerevisiae. Zur Durchfithrung der Wuchsstoffteste und zur 
Untersuchung der Ernahrungsbedingungen der Testhefe wurden folgende Nahr- 
lésungen verwendet: 1. Boas, 2. WiirtaMs, EAKIN u. SNELL (1940), 3. OLSON — 
u. JOHNSON (1949). 


Wuchsstofftest. 


Als Testorganismus diente eine Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae der 
Sinner AG., Karlsruhe. Die Stammkulturen wurden auf Malzagar kultiviert und 
vierwéchentlich auf einen neuen Nahrboden iiberimpft. 

Zur Durchfiihrung des Testes wurde die Hefe 72 Std bei 30° C vorkultiviert. 
Unter Zugabe von 0,3 cm® Hefeautolysat wurden Kélbchen mit 25 em? der synthe- 
tischen Nahrlésung mit einer Ose Hefezellen der Malzagarkulturen beschickt, nach 
Ablauf der Bebriitungszeit durch Zentrifugieren von der Nahrlésung getrennt und 
einmal zur Entfernung an den Zellen verbliebener Wuchsstoffreste mit Aqua dest. 
gewaschen. Nach Suspension in 20 cm’ sterilem Aqua dest. wurde nach kraftigem 
Durchschiitteln 0,1 cm? entnommen und in einem Kélbchen mit ebenfalls 20 em® 
Aqua dest. verteilt. Diese Aufschwemmung gewaschener und zur Vermeidung der 
Ubertragung von Wuchsstoffreserven an Zahl sehr geringer Hefezellen wurde nun 
als Impflésung verwendet. Die Impfmenge betrug in allen Fallen 2 Tropfen aus 
einer 5 cm®-Pipette. Die Versuchskolben enthielten 25 cm’ synthetische Nahr- 
lésung, denen die zu testenden Lésungen in verschiedenen Konzentrationen zu- 
gesetzt wurden. Durch Zugabe von Aqua dest. wurden alle Kélbchen auf die gleiche 
Fliissigkeitsmenge gebracht. Die Testdauer betrug 48 Std, die Temperatur 30° C, 
Getestet wurden folgende Aufarbeitungen von Mycel und Nahrlosung: 

Mycelextrakt. Mit Aqua dest. gewaschenes Mycel wurde mit der 10fachen 
Menge Wasser unter Zusatz von 0,2 M Phosphatpuffer pq 5,0 30 min im Dampf- 
topf extrahiert, die Loésung durch Filtrieren von der Pilzsubstanz getrennt und 
10 min mit Aktivkohle (Merck) gekocht. Nach dieser Behandlung hatten die 
Extrakte eine schwach gelbe Farbe. 

Mycel- und Fruchtkérperhydrolysat. Bei 60° C getrocknete Mycel- und 
Fruchtk6rperstiicke wurden im Moérser zerrieben und 6 Std mit 25° HCl am 
RiickfluB hydrolysiert. Nach der Kohlebehandlung hatten beide Hydrolysate eine 
rotgelbe Farbe. Sie wurden im Vakuum eingeengt. Es wurden auch Hydrolysate 
unter Verwendung von Schwefelsaéure hergestellt, die durch Behandeln mit Barium- 
hydroxyd in der tiblichen Weise aufgearbeitet wurden (s. Knerns Handbuch der 
Pflanzenanalyse, IV. Bd., IIT. Teil, S. 311). 

Enzymatisches Mycelhydrolysat. Frisch geerntetes Mycel wurde zer- 
kleinert, mit der 10fachen Menge Aqua dest. versetzt und Trypsin groBer Aktivitat 
hinzugegeben. Das py wurde mittels Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer auf 8,9 
eingestellt und der Aciditatszuwachs als Hinweis auf den Fortgang der Hydrolyse — 
nach der Methode von WitistarrerR und WaLpscumipt-Lerrz (1926) bestimmt. — 
Nach Beendigung der tryptischen Verdauung hatte das Hydrolysat eine milchig- 
violette Farbe. 

Nahrlésung. Die Nahrlésung wurde teils mit Kohle behandelt, teils unver- 
andert fiir den Test verwendet. 

Das Wacl.stum der Hefe wurde durch Tritbungsmessung im lichtelektrischen 
Colorimeter nach Lance bestimmt. Die Angaben beziehen sich auf die ,,optische 
Dichte“ und sind in Bruchteilen von 1 angegeben (100% Lichtdurchtritt = 1). 
Oxalsiure wurde nach Fallen mit CaCl, durch Titration mit KMnO, bestimmt. 

Papierchromatographie. Die Papierchromatographie des Mycel- und 
Fruchtkorperhydrolysats wurde mit einem Phenol-Wassergemisch unter Ammoniak- 
zusatz durchgefiihrt. Die Linge der Papierstreifen (Warman Nr. 1) betrug un- 
gefahr 50 cm, ihre Breite 5 em. Nach 20 Std wurde der Papierstreifen bei 110° C 
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getrocknet und mit 0,1% butanolischer Ninhydrinlésung bespriiht. Nach erneuter 
Trocknung wurden die entstandenen Farbflecken mit den ihnen entsprechenden 
Flecken eines Kontrollversuches verglichen und zusatzlich die Ry-Werte bestimmt 
(Lage des Farbflecks im Verhaltnis zur Gesamtlinge des Chromatogramms). 


Versuchsergebnisse. 


I. Aneurinheterotrophie. 


Besondere Sorgfalt wurde auf die Anzucht der Impfkulturen ver- 
wendet, da sich in vorbereitenden Versuchen gezeigt hatte (s. a. VOGEL, 
1951), dafS bis zu 4 aneurinfreie Passagen notwendig sein kénnen, um 
die nach Aneurinzugabe beobachteten Wachstumserscheinungen als 
dadurch kausal bedingt anzusehen. Unter variierten Bedingungen wurde in 
zahlreichen Versuchen die Einwirkung des Aneurins auf den Stoffwechsel 
von Merulius lacrymans gepriift. Versuchsdauer 6 Wochen, Ausgangs-py 
5,6. Folgende Ergebnisse konnten dabei gewonnen werden (s. Tab. 1). 

Der Hausschwamm erreicht ein optimales Mycelgewicht mit Aneurin- 
gaben zwischen | und 10 y/50 cm? Nahrlésung. Da die verwendeten Nahr- 
l6sungen einen hohen C/N- Quotienten aufweisen, wurden in erginzenden 

‘Versuchen die Stickstoffmengen auf das Doppelte und Dreifache erhoht, 
ohne da®B dadurch ein ins Gewicht fallender Unterschied erreicht wurde. 
Die Tatsache, daB das Medium nach Ravutry-THom am besten assimiliert 
wurde, beweist, daB nicht das C/N-Verhialtnis allein, sondern vielmehr 
die Bestandteile der Nahrlosung von ausschlaggebender Bedeutung sind. 

Uber die Frage, ob der Hausschwamm anstelle des Gesamtmolekiils 
die Pyrimidin- und Thiazolhalften oder eine von beiden verwerten kann, 


Tabelle 1. Wachstum des Hausschwammes auf synthetischen Ndahrldsungen 
in Abhiingigkeit von verschiedenen Aneurinmengen. 


Trockengewicht a“ Oxalsaure in 
é BiZuaaie in mg/50 em# Du Wert mg/50 cm’ Nahr- 
Nh eet (Mees 4 Nahrlosung . Le ‘ lésung M. aus 
Nahrlésung* | M. aus 6 Kolben Versuchsende 3 Bestimmungen 
m— 
BSTORMAR DG js ue el iI 178 | Dass 52,4 
5 183 8) — 
10 | 181 | 262 | Hig 
BAPEKEDOS) =. = 5] if | 163 | 3,3 49,5 
| 5 | 175 | 3,1 64,6 
| 10 172 3,4 | 2 
RAULIN-THOM ... .| i! 401 | 22, 81,0 
| 5 464 | 1,9 | 72,7 
| 10 440 | 2,1 60,2 


1 Die Wuchsstoffmengen wurden steril zugesetzt, um eine Zerstérung des 
Aneurins durch Hitzesterilisation auszuschlieBen (BEADLE, GREENWOOD u. Kray- 
BILL, 1943; FARRER, 1947 a, b). 

2 Nicht bestimmt. 
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wird der eine von uns in einer weiteren Ver6ffentlichung berichten 
(KiHLWEIN, noch unveréffentlicht). 


Im Laufe unserer Untersuchungen haben wir uns auch mit der Wirkung von 
Spurenelementen (Kupfer, Mangan, Eisen, Zink) beschaftigt. Trotz Verwen- 
dung verschiedener Reinigungsmethoden und von QuarzgefaBen ist es uns nicht 
gelungen, irgend einen EinfluB dieser Elemente auf den Stoffwechsel des Haus- 
schwamms festzustellen. Daran hat sich auch bei mehrmaliger Vorkultur der 
zum Impfen verwendeten Mycelien auf gereinigten Nahrlésungen nichts geandert. 
Dieser MiBerfolg findet wohl teilweise seine Erklarung durch die Unméglichkeit, 
solche Stoffwechselvorginge aus der Gesamtheit herauszulésen, deren Verfolgung 
einen quantitativen und qualitativen Mafstab fiir die Wirkung der zugesetzten 
Elemente hatte angeben kénnen. Auch Norp und Scrarint (1946) war es nicht 
moglich, eine Wirkung von Spurenelementen auf die von ihnen untersuchten 
Merulius-Arten festzustellen. 


IT. Wuchsstoffkombinationen (Aneurin, Biotin, Meso-Inosit). 

Nachdem die Aneurinheterotrophie des Hausschwammes auf breiter Grundlage 
gesichert erschien, wurde untersucht, ob nicht einer Kombination verschiedener 
Wuchsstoffe eine gréBere Wirkung zukommen wiirde als dem Vitamin B, allein. 
Gepriift wurden durch Zusatz zu je 50 em* Nahrlésung: 1. 20 y Aneurin, 2. 2 und 
5y Biotin, 3. 5 und 10mg Meso-Inosit, 4. 20 y Aneurin + 2 oder 5y Biotin, 
5. 20 y Aneurin + 5 oder 10 mg Meso-Inosit. 6. Biotin + Meso-Inosit in den oben 
angegebenen Mengen und 7. 20 y Aneurin + Biotin + Meso-Inosit in den oben an- 
gegebenen Mengen. 

Keine der verwendeten Wuchsstoffkombinationen erméglichte dem 
Hausschwamm, die synthetischen Lésungen besser zu assimilieren, und 
die Myceltrockengewichte lagen alle unter denen der Aneurinkulturen. 
Dies war tiberraschend im Hinblick auf die Annahme, daf} zumindest die 
Kombination Aneurin-Biotin eine Wachstumssteigerung hervorrufen 
k6énnte, da dem Pilz damit ein zweiter Wuchsstoff in der Naihrlésung dar- 
geboten wurde. Als Erkliirung dieses merkwiirdigen Tatbestandes boten 
sich 2 Moglichkeiten: 

1. Das im Medium vorhandene Biotin ist fiir den Pilz ohne Bedeutung 
oder 2. der Hausschwamm ist in der Lage, Biotin in ausreichender Menge 
zu bilden. 

In spater mitzuteilenden Versuchen hat sich eindeutig gezeigt, daB die 
zweite der erdrterten Annahmen zutreffend ist. Dariiber hinaus sprechen 
die beobachteten Tatsachen dafiir, daB Aufnahme oder Nichtaufnahme 
eines im Kulturmedium dargebotenen Stoffes nicht allein von der Fahig- 
keit oder Unméglichkeit der Synthese, sondern von anderen, unbekann- 
ten Faktoren bestimmt werden (s. a. WEI-SHEN CHANG u. PETERSON, 
1949). 

III, Vitamin B,(Pyridoxin). 
Im Gegensatz zu den vorhergehenden Wuchsstoffversuchen wurden die B,-An- 


sdtze im Dunkeln durchgefiihrt, da Pyridoxin stark lichtempfindlich ist (HocH- 
BERG u. Mitarb., 1943). 
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Die Nahrlésungen entsprachen denen der Aneurinversuche (50 em? je Kolben). 
Es wurden jeweils 4 Kolben angesetzt, denen 50, 100 und 200 y Pyridoxin zuge- 
geben wurden. 

Unter den gewiihlten Bedingungen konnte auch hier — wie zuvor bei 
den Wirkstoffkombinationen — kein Zuwachseffekt mit Sicherheit fest- 
gestellt werden. Die ermittelten Werte lagen alle innerhalb des bei sol- 
chen Reihenversuchen iiblichen Streubereiches. Es hat sich aber in der 
Folge gezeigt, daB dem Pyridoxin bei Verwendung verschiedener Amino- 
sduren als N-Quelle doch eine faSbare Wirkung zukommt. Besonders 
deutlich konnte eine solche in Kulturen festgestellt werden, die Glutamin- 
sdure enthielten. 

Als Nahrlésung diente Glucose-Mineralsalzgemisch folgender Zusammensetzung : 
30 g Glucose, 2,5 g 1-Glutaminsiaure - HCl, 1,5 g K,HPO,, 1,5 g MgSO,-7H,0, 
5 Tropfen 1% FeCl,;-Lésung und 1 mg Aneurin in 1000 cm? Aqua dest. Aus- 
gangs-px 5,8. 

Nach 7 Wochen konnten in den mit Pyridoxinzusitzen versehenen 
Kolben Mycelgewichte von 220—225 mg bestimmt werden, gegeniiber 
nur 185—190 mg in den Kontrollen. Nun hat SNELx (1945) experimentell 

‘beweisen kénnen, daf Pyridoxin beim Erhitzen mit Glutaminsaure in 
Pyridoxamin tibergeht, waihrend durch diese Transaminierung gleich- 
zeitig «-Ketoglutarsiure entsteht. In der Tatsache, daB dem Pyridox- 
amin eine groBere physiologische Bedeutung zukommt als dem Pyridoxin 
und der durch dessen Bildung méglich werdenden Vorgiange der De- 
carboxylierung und Transaminierung, kann vielleicht eine Erklarung fir 
die aufgefundenen Wachstumssteigerungen gesehen werden. Weiterhin 
kommt der Glutaminsiure eine zentrale Stellung bei der Proteinsynthese 
zu. Als experimentelle Stiitze sind in diesem Zusammenhang friiher mit- 
geteilte Versuche zu werten, in denen der eine von uns (ZoBERST, 1952) 
zeigen konnte, daB die y-Aminobuttersiure, die sowohl bei Bakterien als 
auch bei héheren Pflanzen als Decarboxylierungsprodukt der Glutamin- 
siure nachgewiesen wurde (GALE, 1946; Hassr u. SCHUMACHER, 1950), 
vom Hausschwamm nicht nur als gute N-, sondern dariiber hinaus auch 
als C- Quelle verwendet werden kann. 


IV. Vitamin By. 


Leider zeichnen sich die bei Zusatz von Vitamin B,, gewonnenen 
Ergebnisse nicht durch jenen Grad von Eindeutigkeit aus, der bei den 
anderen Wirkstoffversuchen erreicht werden konnte. 

Das mag teils mit dem Umstand zusammenhdngen, da8 wir aus 4uBeren Griinden 
gezwungen waren, Praparate verschiedener Firmen (Horrmann-La RocuE, MeERcE) 
zu verwenden, teils durch Faktoren bedingt sein, iiber deren Natur wir nichts aus- 
sagen kénnen. Trotz Verwendung von Puffern, steriler Zugabe und schwach 
saurem Ausgangs-py waren die Ergebnisse so wenig einheitlich, da8 sie nur mit 
Vorbehalt hier mitgeteilt werden. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18. 19 
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Verwendet wurden die Nahrldsungen von RicHarps, CzaAPeK-Dox und RavLin- 
Txom. Je 50 cm? dieser Medien wurden 0,5, 1, 5 und 10 y B,, zugesetzt. Daneben 
wurden auch Kombinationen zwischen 5 und 10 y Aneurin und den oben an- 
gegebenen B,.-Mengen gepriift. 

In der Mehrzahl der Versuche hat sich gezeigt, da Vitamin B,, den 
Aneurinbedarf des Hausschwammes ersetzen kann, waihrend in den Kul- 
turen mit den Wirkstoffkombinationen keine Wachstumssteigerung fest- 
gestellt werden konnte. Doch standen diesen positiven Ergebnissen zahl- 
reiche negative gegeniiber, so da trotz aller Bemiihungen die Frage der 
Vitamin B,.-Wirksamkeit unentschieden bleiben muf. 

Bei der Beurteilung der Versuchsergebnisse macht sich das Fehlen 
jeglicher Arbeiten iiber die Wirkung von B,, auf Pilze bemerkbar. Aller- 
dings liegen in der Literatur mehrere Angaben vor, die beweisen, dab 
das unter normalen Bedingungen fiir Lactobac. lactis DORNER lebens- 
notwendige Vitamin B,, durch Thymidin, Ascorbinsaéure oder andere 
reduzierende Substanzen ersetzt werden kann (SHIVE u. Mitarb., 1948). 
Bei vermindertem Sauerstoffdruck oder einem niederen Redoxpotential 
kann das Bakterium ebenfalls ohne B,. wachsen. Vielleicht kann diese — 
bis jetzt nur an Bakterien festgestellte — tiberraschende Unspezifitat des 
Wirkstoffes fiir den wechselvollen Verlauf unserer Experimente mit- 
verantwortlich gemacht werden. 


V. Nicht identifizierte Faktoren, 


Bei der Weiterbeobachtung der zum Impfen verwendeten, auf synthe- 
tischen Nahrlosungen kultivierten Hausschwammycelien ist uns immer 
wieder aufgefallen, daB — unabhingig vom Alter der Kultur — an den 
durch Entfernen der Impfstiicke verletzten Stellen sehr bald kraftiges 
Wachstum einsetzte. Besonders die an alteren Kulturen (bis zu mehreren 
Monaten) gemachten Erfahrungen haben uns in der Auffassung bestiarkt, 
daf8 durch das Verletzen freigewordene Substanzen das verstirkte 
Wachstum verursachen. 


Dieses Phinomen trat sehr eindrucksvoll in Erscheinung in Kulturen, an denen 
makroskopisch langere Zeit kein Wachstumsfortgang festgestellt werden konnte } 
und deren Hyphen fast vollig gelb gefiirbt waren. Je nach dem Ausma8 der ver- — 
letzten Zonen konnte 1—3 Wochen spiter eine so starke Entwicklung véllig farb- 
losen Mycels beobachtet werden, daB nicht nur die gesamte Substratoberfliche 
damit bedeckt war, sondern auch die beim Impfen auf der Nahrlésung verbliebenen 
gelbgefarbten Mycelteile wegen Uberwachsens nicht mehr wahrgenommen werden 
konnten. Selbst an fast 9 Monate alten Kulturen, die Glutaminsaure als G- Quelle 
enthielten und durch ein diinnes, etwas griulich erscheinendes Substratmycel ge- 
kennzeichnet waren, konnten wir feststellen, daf% der durch Entfernung von ?/, der 
Mycelien auf der Nahrlésung entstandene freie Raum nach 8—9 Wochen wieder 
vollig bewachsen war. Das neuentstandene Mycel war allerdings recht diinn, was 
aber nach friiheren Erfahrungen (Zoprrst, 1952) durch die im Vergleich zur 
Glucose wesentlich geringere Stoffwechselwirksamkeit der Glutaminsdure be- 
dingt sein diirfte. Im Gegensatz hierzu veranderten sich zum Vergleich stehen- 
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gebliebene Kulturen nicht merkbar. Dies ist ein eindeutiger Beweis dafiir, daB die 
beobachteten Wachstumserscheinungen primar nicht durch die Bestandteile der 
Nahrlésungen verursacht sein kénnen, sondern zumindest in der Anfangsphase 
der Wirkung der durch Zerstérung von Pilzzellen entstandenen Stoffe zugeschrieben 
werden miissen. 


Die hier geschilderten Verhaltnisse stimmen grundsatzlich mit den von HaBErR- 
LANDT (1921) an hdheren Pflanzen gemachten Beobachtungen iiberein, denen zufolge 
durch Verletzen von Pflanzengewebe freiwerdende Substanzen eine starke zell- 
teilungsf6rdernde Wirkung haben (,,Wundhormone“). Die von LoorBouRow u. 
Mitarb. (WEBB u. LoorsouRow, 1947; LoorsouRrow, 1947; J. R. Loorspourow, 
OrprnHEeImM-ErReRA, D. G. Loorpourow u. Yeats, 1947) zur Aufklarung der 
stofflichen Natur des ,,Wundhormoneffektes‘‘ mit geschidigten Hefezellen durch- 
gefiihrten Untersuchungen haben ergeben, daB neben Faktoren der Vitamin B- 
Gruppe auch verschiedene Aminoséuren sowie Nucleotide und Nucleoside bei 
der Zellzerstérung in Freiheit gesetzt werden, deren komplexes Zusammenwirken 
die in Frage stehenden Wachstumsférderungen verursachen diirfte. 

Bereits in der Durchfiihrung begriffenen Untersuchungen soll es vor- 
behalten bleiben, die hier mitgeteilten Beobachtungen stofflich naher zu 


kennzeichnen. 


VI. Die Synthese im Hefetest wirksamer Substanzen. 


Das Problem der Wuchsstoffsynthese des Hausschwammes ist in den 
letzten Jahren von verschiedenen Seiten bearbeitet worden (GisTH, 
1936; VocEL, 1951), ohne daB es méglich gewesen ware, experimentelle 
Beweise fiir die Natur der im Hefetest wirksamen Substanzen beizu- 
bringen. Die Fahigkeit des Pilzes, Stoffe zu bilden, die — durch Mycel- 
extraktion auf dem Wasserbad gewonnen — eine starke Vermehrungs- 
beschleunigung der Testhefe hervorrufen, ist von beiden Autoren tiber- 
zeugend dargetan worden. Dariiber hinaus hat Voce (1951) Ansatze zu 
einer zeitlichen Verfolgung der Wuchsstoffsynthese gemacht. 

Uber die Bedeutung der synthetisierten Wuchsstoffe fiir die Lebens- 
tatigkeit des Pilzes hat sich bereits GisTL (1936) geduBert, und VocEL 
(1951) gibt an, daB® die von ihm gefundenen Testwerte auf eine Wuchs- 
stoffanhiiufung wiihrend der ,,augenscheinlichen Wachstumsruhe” hin- 
deuten. 


a) Nahr- und Wuchsstoffbedarf der Testhefe. 


Ausgehend von der Annahme, daf in den Nahrlésungen, den wafrigen 
Ausziigen und besonders in den von uns erstmals verwendeten enzyma- 
tischen- und Saureliydrolysaten ein Gemisch chemisch sehr verschiedener 
wirksamer Substanzen vorlag, haben wir zuerst die Ernahrungs- und 
Wirkstoffbediirfnisse des von uns benutzten Saccharomyces cerevisiae- 
Stammes gepriift. Dabei hat sich herausgestellt, daB die Hefe auf dem 
¥on WitiAMs, EAKIN u. SNELL (1940) angegebenen Medium am besten 
wuchs. Mit Hilfe dieser zum Biotintest vielfach gebrauchten Losung war 
es daher méglich, eine Biotinstandardkurve aufzustellen (Abb. 1). 

19* 


optische Dichte 
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Als Ausgangs-py wurde 5,0 gewahlt, damit das Wachstum der Hefen nicht durch 
die im Verlauf der Kultur stattfindende Saurebildung vorzeitig zum Stillstand 
kommen konnte. t 

Wegen der sehr geringen Impfmengen kann die erhaltene Testkurve 
(Abb. 1) als Ausdruck der Biotinwirksamkeit angesehen werden. Aus ihr 
geht eindeutig hervor, da zugesetztes Biotin oberhalb einer Konzen- 
tration von 100 my/25 cm? Nahrlosung nicht mehr wachstumsfordernd in 
Erscheinung tritt. 

Da in dem von den amerikanischen Autoren angegebenen Medium 
bereits mehrere organische Wirkstoffe vorhanden waren, konnten die mit 
Hilfe der Standardkurve méglichen quantitativen Aussagen als Basis fiir 
die Beurteilung der zu untersuchen- 
den Extrakte und Hydrolysate be- 
nutzt werden. Daraus ergaben sich 
folgende Uberlegungen: 1. Jede Test- 
lésung, die eine stirkere Hefever- 
mehrung als die bei optimaler Biotin- 
(OP age I see PRR OE ET IETS r konzentration beobachtete hervor- 

Biotin rief, muBte noch andere Faktoren 
Abb. 1. Biotin-Standardkurve der Testhejfe. onthalten. 2. Diese Faktoren muBten 
Vorkultur und Impfmengen wie unter Metho- 
dik angegeben. Testdauer 48 Std, Temperatur von den in der Nahrlésung vorhande- 
ane nen verschieden sein, da sich diese 
bereits im Optimum befinden. 3. Mit Hilfe von Modellversuchen sollte es 
moglich gemacht werden, die Natur dieser zusitzlichen Faktoren aufzu- 
klaren oder zumindest den Kreis ihrer chemischen Zugehorigkeit stark 
einzuschranken. 

Wertvolle Hinweise fiir die Auflésung der komplexen Natur der Test- 
]ésungen haben uns die Versuche mit den Mycelhydrolysaten gegeben. 
Sie wurden teils durchgefiihrt, um in den Zellen gebundenen Wuchsstoff 
freizusetzen und damit dem Testorganismus zuginglich zu machen, 
teils in der Hoffnung, daB unter den Bedingungen der Hydrolyse 
Stoffe entstehen konnten, deren Vorhandensein in den Testlésungen 
sich mit einer zu beobachtenden Wachstumssteigerung in Beziehung 
bringen lassen muBte. 


S 


b) Zeitlicher Verlauf der Synthese hefewirksamer Stoffe. 


Es wurden verwendet: 1. Mycelien von 4, 6 und 8 Wochen alten Kulturen, die 
auf Ricnarps-Nahrlésung gewachsen waren, 2. die durch Filtrieren von der Pilz- 
substanz befreiten Naihrlésungen. 


Vorkultur und Impfmengen der Testhefe, sowie Gewinnung der Testlésungen 
wie in der Methodik beschrieben. Versuchsdauer 48 Std, Temperatur 30° C. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 2 dargestellt. Ein zweiter Versuch mit 
der doppelten Menge Testlésung fiel ebenso aus, bei nur wenig nach 
unten verschobenen Werten der optischen Dichte. 
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Die Kurven lassen erkennen, da8 mit fortschreitender Kulturdauer 
die Synthese wirksamer Substanzen zunimmt. Weiterhin geht aus ihnen 
hervor, da der Neubildung im Mycel eine entsprechende Ausscheidung 
in die Nahrlésung gegeniibersteht. Eine Umrechnung auf die Mycelge- 
wichte li8t sogar erkennen, daB ein groBer Teil der gebildeten Hefe- 
wuchsstoffe sich in der Nahrlésung befindet, wenn auch die absolute 
Konzentration im Mycel gréf8er ist. Der geringe Unterschied, der sich 
bei Vergleich der Wachstumssteigerungen durch die verschieden kon- 
zentrierten Testlésungen ergibt, laBt sich damit erkliren, daB 0,5 cm? be- 
reits die unter den gewahlten Bedin- 


; : g3 
-gungen optimal reagierenden Faktoren i 
-enthalten. " 
es 
c) Kinflu8 von Gewinnungsmethode — S ge} 
st oo x 
und Nahrlosungen 8 a7 
SS 7 
auf die Hefestimulierung. 8 oe 
Gi 
Um den EinfluB der Gewinnungs- gy 
tf 
methode und verschiedener Hefetest- _,, 
- . + if 
J6sungen auf die GréBe der Wachstums- ey iar - dink . eel 
x na a «ae UCARSLOTI GCM von ahr- 
steigerung zu priifen, wurden verglei- lésung und Mycel in Abhingigkeit von 
chende Untersuchungen tiber die Wir- der pie TRS ee TR 
kung von Saure- und Trypsinhydro- ——Mycel, ---- Nahrlésung. 
ypsinhy: 


lysaten durchgefiihrt. Da die fritheren 

Bearbeiter dieses Problems nur waBrige Mycelextrakte und die gleiche 
Testlosung verwendet hatten, schien es von Interesse, zu untersuchen, 
welchen EinfluB bestimmte Mengen der unter genau definierten Bedin- 
gungen hergestellten Hydrolysate im Hefetest austiben wirden. 

Gist (1936) hat in den Riickstanden der waGrigen Ausziige nur eine kleine 
Menge reduzierender Zucker auffinden kénnen, wahrend er eine starke Ninhydrin- 
reaktion beobachtete. Er stellt aber eindeutig fest, daB den von ihm chemisch 
nachgewiesenen Substanzen keine Bedeutung fiir den Ausfall der Testreaktion zu- 
kommt. Da Gist verschiedene Wuchsstoffe nicht zur Verfiigung standen, die erst 
in den letzten Jahren allgemein zuganglich geworden sind, konnte es ihm auch 
nicht auffallen, daB seine Aussage im Widerspruch mit den experimentellen Tat- 
sachen stand. Seine Beobachtung, daB® die Extrakte Stoffe enthalten, die garungs- 
férdernd wirken, kann dagegen in vollem Umfange bestitigt werden. 

Da bei der Hydrolyse mit konzentrierten Séuren verschiedene Amino- 
sauren mehr oder weniger stark zerstért werden (WIELAND, 1949), schien 
uns der enzymatische Abbau der Pilzsubstanz der geeignetste Weg zu 
sein, die im Pilzeiwei% vorliegenden Aminosiuren unter groitméglicher 
Schonung zu gewinnen. 


Um einen Vergleich zu erméglichen, wurden die Testlésungen durch Kinengen 
im Vakuum auf die einander entsprechenden Ausgangskonzentrationen gebracht. 
Bei der Ubertragung der zu testenden Hydrolysatmengen traten insofern Schwierig- 
keiten auf, als die Aminosduren und ResteiweiSsubstanzen bei der pq-Hinstellung 
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infolge Uberschreitung des isoelektrischen Punktes flockig ausfielen, Durch kraf- 
tiges Schiitteln und Verwendung einer weiten Pipette war aber auch hier eine hin- 
reichende Genauigkeit moéglich. 

Mit den auf so verschiedene Weise gewonnenen Testlésungen haben 
wir bei Verwendung der Nahrlésungen von Boas u. WILLIAMS, EAKTy 
u. SNELL die in Tab. 2 aufgezeichneten Ergebnisse gefunden. 


Tabelle 2. HinfluB verschieden hergestellter Testlésungen 
auf die GréBe der Hefestimulierung. 


Optische Dichte 

Art der Testlésung / Nahrlésung nach 
} WILLIAMS, 
—_ EAKIN u. SNELL 


Zusatz von 0,5 cm® Testlésung 


Kontrolle xs wertoes Sor to tis Be ered ee ee 0,97 0,93 
WaBriger Mycelextrakt, > 20a'e ... 2). /eueene! © 0,51 0,36 
Mycelhydrolysat (Salzsiure) ... . ...... «| 0,38 0,30 
Mycelhydrolysat (Trypsin). ......... fu 0,38 0,28 
Fruchtk6rperhydrolysat (Salzsiure) . .... . ; 0,38 0,20 
Zusatz von 1,0 cm® Testlésung 
WaBriger Mycelextrakt. . . . . ee Saree ee 0,32 | 0,33 
Mycelhydrolysat (Salzsiure) .. . .. 1. ~~ «| 0,31 | 0,21 
Mycelhydrolysat (Trypsin). ... . Senge, aia 0,25 0,18 
Fruchtkérperhydrolysat (Salzsiure) . . 2... «| 0,26 | 0,16 


Die verschiedenen Hydrolysate rufen also eine gréBere Hefevermeh- 
rung hervor als die entsprechenden waBrigen Mycelextrakte. Das ist 
nicht verwunderlich im Hinblick auf die friiher gewonnenen Befunde, 
wonach ein erheblicher Teil der Extraktwirksamkeit sogenannten Co- 
Faktoren zukommen mu. Daf den in den Hydrolysaten vorliegenden 
Aminosiuren eine solehe Rolle zugeschrieben werden kann, soll noch 
eingehend erdrtert werden. 

Beim Vergleich der Testwerte mit den beiden sich in ihrer Zusammen- 
setzung erheblich unterscheidenden Niihrlésungen zeigt sich, daB das 
von WitiiAMs, EAKIN u. SNELL angegebene Medium der Boasschen 
Lésung tiberlegen ist. Wahrend die Ergebnisse, die bei der Verfolgung 
des zeitlichen Ablaufs der Synthese hefewirksamer Stoffe gefunden 
wurden (Abb. 2), erkennen lassen, da bereits mit 0,5 cm? Testlésung 
optimale Wachstumswerte in der einen Lésung erreicht werden, kénnen 
hier durch Zugabe von 1,0 cm im Boasschen Medium noch bedeutende 
Zuwachswirkungen hervorgerufen werden. 


Daraus geht hervor, daf sowohl die Gewinnungsmethode als auch 
die verwendete Testlésung die Versuchswerte merklich beeinflussen. 
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d) Chemische Natur der im Hefetest wirksamen Stoffe. 


Nachdem die Wirksamkeit von Co-Faktoren festgestellt worden war, 
haben wir auf zwei Wegen versucht, weitere Einblicke zu gewinnen: 
1. Mit Hilfe der Papierchromatographie sollte die Zusammensetzung 
des PilzeiweiBes ermittelt werden, da die Hydrolysate ja die entsprechen- 
den Aminosiuren enthalten muBten. 2. Wenn die bisherige, durch 
experimentelle Befunde nahegelegte Auffassung richtig ist, so miiBte es 
moglich sein, unter Verwendung reiner, kristallisierter Aminosiiuren im 
Hefetest Wachstumswirkungen hervorzubringen, die den friiher beobach- 
teten — mit den Testlésungen gewonnenen — entsprachen oder nahe- 
kamen. 

Zur papierchromatographischen Untersuchung wurden Salzsiure- 
hydrolysate von Kulturen verwendet, die auf RicHarps-Liésung ge- 
wachsen waren, weiterhin solche eines Fruchtkorpers, der in einem 
Karlsruher Keller geerntet wurde. Dabei lieB sich das Vorhandensein 
folgender Aminosaéuren wahrscheinlich machen: Glykokoll, Asparagin- 
saure, Glutaminsaure, Leucin, Serin, Alanin, Histidin, Cystin (?). 

Interessant war dabei die Beobachtung, daB sich die Mycel- und Fruchtkérper- 
’ hydrolysate beziiglich der identifizierten Sauren als véllig gleich erwiesen. Das war 
iiberraschend im Hinblick auf die verschiedene Herkunft des Ausgangsmaterials 
{synthetische Lésung, Keller), mag aber teils seine Erklirung darin finden, daB, 
von der groBen Glucosemenge abgesehen, die RicHaRDsche Losung keine Bestand- 
teile enthalt, die dem wild wachsenden Pilz nicht auch zur Verfiigung stehen. Da- 
her kann in vorliegender Tatsache ein Beweis fiir eine gewisse Konstanz der Syn- 
these sekundarer Stoffwechselprodukte gesehen werden. Dariiber hinaus wird es 
bei eingehenderer Untersuchung sicher méglich sein, noch weitere Aminosduren und 
verwandte Verbindungen aufzufinden (Stokes u. Gunness, 1946; FREELAND u. 
Gaz, 1947). 

Der Nachweis der genannten Aminosiuren als Bestandteile des Haus- 
schwammycels konnte nun als Basis fiir eine Reihe von Versuchen 
benutzt werden, deren Ziel es war, eine oder mehrere Aminosdéuren 
herauszufinden, die in Verbindung mit einer optimalen Biotinkonzen- 
tration erhebliche Wachstumssteigerungen verursachen wiirden. Nach 
Priifung zahlreicher Kombinationen, von denen einige auszugsweise an- 


Tabelle 3. EinfluB von Aminoséuren auf das Wachstum der Testhefe. 


Partie aan Bateson Optisehe Diente 
Kontrolle (100 my Biotin). . .. . : 0,73 
100 my Biotin + 500 y I1- Glntemineinre Ae 500 y dl- ‘Alenin : 0,72 
100 my Biotin + 500 y 1-Leucin + 500 y y-Amino- 
LOLOL SAMO Rist, eps? Domne! of toh one ray 0,33 
100 my Biotin + je 500 y aller 4 amreauren ec as 0,34 


1 Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, die y- levinawitonaares im Hausschwamm- 
mycel oder in den von ihm bewachsenen N ahrlésungen nachzuweisen. 
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gefiihrt werden, hat sich gezeigt, dafi ein Zusatz von 1-Leucin und 
y-Aminobuttersiure die groBte Hefevermehrung bewirkte. Die Amino- 
siuren wurden in einer Konzentration von 500 y und 1,0 mg/25 cm* 
Nahrlésung verwendet. Die ermittelten Testwerte sind in Tab. 3 zu- 
sammengefaBt. 


Unter Beriicksichtigung der fritheren Ergebnisse ist damit der Beweis 
erbracht, daB sich die wachstumssteigernde Wirkung der Testlosungen 
sicher aus zwei Komponenten zusammensetzt: ein Teil der Wirksamkeit 
mu dem Biotin zugeschrieben werden, ein anderer verschiedenen Amino- 
siuren, die als Co-Faktoren angesprochen werden konnen. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Der Wuchsstoffbedarf des Hausschwamms wird durch die unter ver- 
schiedenen experimentellen Bedingungen bewiesene Aneurinheterotrophie 
gekennzeichnet. Besonders die bei zunehmendem Wuchsstoffmangel ver- 
stirkte Pigmentbildung (ZoprerRst, 1952) kann als schon makroskopisch 
faBbarer Hinweis auf den veranderten Ablauf einer Reihe von Stoff- 
wechselvorgingen angesehen werden. Diese Intensivierung der Bildung 
eines Pigmentes bei gleichzeitig stark herabgesetzter Wachstumstendenz 
zeigt deutlich, daB eine unzureichende Aneurinversorgung Reaktionen 
beeintrachtigt, die neben der Lieferung von Energie fiir die Bereitstellung 
der fiir die Wachstumsprozesse geeigneten Stoffwechselzwischenprodukte 
verantwortlich sind. 


Da aber sowohl der Hausschwamm als auch die anderen Merulius- 
Arten im Verlaufe des Kohlenhydratabbaues Acetaldehyd und Essig- 
siure bilden (NEUBERG u. CoHEN, 1921; Norp u. Scrarmnt, 1946; Smiru, 
1949), dirfte sicher sein, da diese Verbindungen durch Decarboxylie- 
rung von Brenztraubensiure entstehen, wobei dem Aneurinpyrophosphat 
die Rolle der Cocarboxylase (LOHMANN u. ScHuUSTER, 1937) zukommt. 
Dartiber hinaus haben Norp u. Sctarinr (1946) die Méglichkeit einer 
oxydativen Decarboxylierung der Brenztraubensiure unter Bildung 
von Kssigséure erértert, wihrend sie eine hydroklastische Spaltung — 


wie etwa bei Bakterien der Coli-Aerogenes-Gruppe — fiir unwahrschein- — 


lich halten, da bisher niemals Ameisensiure in den Nahrlésungen von 
Holzzerstérern aufgefunden werden konnte. Nachdem zahlreiche Unter- 
suchungen der letzten Jahre eine iiberraschende Gleichheit der Spezifitiit 
des Aneurinmolekiils fiir Bakterien, Pilze und Protozoen erkennen 
lassen (KnicuT, 1945), erhebt sich die Frage, ob auch bei héheren Pilzen 
verschiedenartige Apofermente fiir den auf mehreren Wegen méglichen 
Abbau der Brenztraubensiiure verantwortlich gemacht werden kénnen, 


wie dies bei Bakterien und Hefen der Fall ist (Literatur bei MOLLER, 
1951). 


* 
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* Bemerkenswert erscheint die Tatsache, daB bei Basidiomyceten — im 
Gegensatz zu anderen Organismengruppen — eine Aneurinheterotrophie 
weit verbreitet ist, wahrend Biotin in den meisten Fillen synthetisiert 
werden kann. Daf der Aneurinbedarf aber keine absolute GréBe darstellt, 
sondern sich in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren (Zusammen- 
setzung des Nahrbodens, Stammeseigentiimlichkeiten) als betrachtlich 
variabel erweist, konnte mehrfach eindeutig gezeigt werden (MELIN u. 
Nyman, 1941; Liypepmre, 1944; Kiuiwetn, noch unveroffentlicht). 

_ Da Wuchsstoffkombinationen (Aneurin, Biotin, Meso-Inosit) keine 
iiber die Aneurinwirkung hinausgehende Wachstumssteigerung hervor- 
-brachten, kann angenommen werden, da der Hausschwamm unter 
den angewandten experimentellen Bedingungen aufer Aneurin alle 
wesentlichen Wuchsstotfe zu synthetisieren vermag. So ist es auch unter 
Verwendung des Hefetestes gelungen, die Biotinautotrophie von Merulius 
lacrymans nachzuweisen (siehe unten). 

Die Wirkung der anderen Vertreter der Vitamin B- Gruppe (Pyridoxin, 
Vitamin B,,) trat nicht so augenfallig in Erscheinung, so daB es noch 
weiterer Versuche bedarf, um die tatsachlich vorliegenden Verhaltnisse 

‘zu klaéren. Die bei Verwendung von Pyridoxin gewonnenen Ergebnisse 
zeigen, dais dem Vitamin B, unter bestimmten Bedingungen die Rolle 
eines Co-Faktors zukommt. 

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang, da verschiedene holzzer- 
storende Ascomyceten der Gattung Ophiostoma (Ceratostomella) Pyridoxin teils als 
Wuchsstoff, teils nur als Co-Faktor ben6tigen (RopBIns u. Ma, 1943; Friss, 1943). 
Erst kiirzlich haben RaBrnowitz u. SNELL (1951) sehr merkwiirdige Wechselbe- 
ziehungen zwischen Aneurin und Pyridoxin mitgeteilt. Sie haben gefunden, dai 
Saccharomyces carlsbergensis nur dann Vitamin B, als Wuchsstoff bendtigt, wenn 
das Kulturmedium Aneurin im Uberschu8 enthalt. Diese Ergebnisse sind in Ver- 
bindung mit anderen Erfahrungen (ScuuLtz u. ATKIN, 1947; SNELL, 1951) insofern 
von allgemeinerer Bedeutung, als sie zeigen, in welchem Mae Notwendigkeit und 
Wirksamkeit eines Wuchsstoffes durch das gleichzeitige Vorliegen eines anderen 
beeinfluBt werden konnen. 

Fiir den wechselvollen Ausfall der mit Vitamin B,, durchgefiihrten 
Versuche haben wir schon im Versuchsteil eine Reihe von Griinden 
angefihrt. 

So weisen auch neuere, kritische Arbeiten tiber mikrobiologische B,.-Test- 
methoden darauf hin, wie schwierig es ist, exakte und reproduzierbare Werte zu 
erhalten (BROWNLEE u. Lapepss, 1951; Lens u. Toorinn, 1952), Hinzu kommt, 
daB bis jetzt nur Bruchstiicke des B,.-Molekiils chemisch charakterisiert werden 
konnten (Brink u. FouKurs, 1952, und friihere Arbeiten), so daB tiber den Wir- 
-kungsmechanismus dieser Substanz nur Vermutungen gedufert werden kénnen. 
Brink u. FotKers (1949) haben darauf aufmerksam gemacht, daB das von ihnen 
nach Saurehydrolyse isolierte 5,6-Dimethylbenzimidazol auch im Riboflavin ent- 
halten ist. Weiterhin haben sie auf die sich aus dieser chemischen Verwandtschaft 


moglicherweise ergebenden biologischen Folgerungen hingewiesen. Vor kurzem 
haben dann Octnsky u. Mitarb. (1951) experimentell beweisen kénnen, dab 
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Vitamin B,, die Geschwindigkeit der Oxydation einer Reihe von Verbindungen 
(Acetat, Pyruvat, Oxalacetat, Succinat usw.) durch Zellsuspensionen einer Hsche- 
richia coli-Mutante betrachtlich erhéht. Andererseits kann nach den Angaben der 
amerikanischen Autoren die Frage nach der Mitwirkung von Vitamin B,, bei der 
Porphyrinsynthese noch nicht endgiiltig entschieden werden. 

Wenn auch dem Aneurin im Stoffwechsel des Hausschwammes die 
Rolle eines primaren Wuchsstoffes zukommt, so haben gerade unsere 
Beobachtungen hinsichtlich der Wachstumswirkung chemisch nicht 
identifizierter Faktoren gezeigt, daB bisher noch nicht untersuchte 
Substanzen das Wachstum dieses Pilzes fordernd beeinflussen k6énnen. 
Erst nach genauer Kenntnis dieser Stoffe und der ihnen zukommenden 
Wirkungen wird es daher méglich sein, ein abschlieBendes Bild des 
Wuchsstoffbedarfes von Merulius lacrymans zu gewinnen. 

Fiir die Untersuchung der Synthese hefewirksamer Stoffe durch den 
Hausschwamm haben wir Bedingungen gewihlt, die geeignet erschienen, 
fiir jeden Versuch physiologisch annahernd gleichwertige Testorganismen 
zu liefern. Damit konnte von vornherein jede Annahme einer durch zeit- 
lich unregelmaBiges Uberimpfen der Stammkulturen hervorgerufene ver- 
ainderte Reaktionsbereitschaft der Testhefe mit groBer Sicherheit aus- 
geschlossen werden. Trotz dieser MaBnahmen kann nicht verhindert 
werden, daf in den Kulturen ein genetisch heterogenes Material vor- 
liegt, dessen unterschiedliche Eigenschaften sich natiirlich in den Testen 
auswirken kénnen. 

So gibt LinDEGREN (1945) an, daB sich haploide und diploide Saccharomyces cere- 
visiae-Zellen hinsichtlich ihrer fermentativen Fahigkeiten merklich unterscheiden. 
Die Testdauer von 48 Std tragt den physiologischen Verhaltnissen insofern Rech- 
nung, als an verschiedenen Saccharomyces cerevisiae-Stimmen gewonnene Er- 
fahrungen gezeigt haben, daB die WirkungsgréBe zugesetzter Vitamine innerhalb 
dieser Zeit maximal in Erscheinung tritt (LHONTAN u. Linty, 1942). 

Die von Gisti (1936) und VoeEL (1951) nach Zusatz verschiedener Mengen 
waBrigen Hausschwammextraktes beobachteten Hefestimulierungen weisen groBe 
quantitative Unterschiede auf, deren mégliche Ursache von letzterem in der ver- 
ainderten Reaktionsbereitschaft der Testhefe gesehen wird. Nach den heutigen 
Erkenntnissen kénnte die von Gist (1936) gemachte Feststellung, daB von allen 
damals gepriiften Pflanzenausziigen der Hausschwammextrakt den gréBten Wuchs- 
stoffgehalt aufweise, nur dann als giiltig erachtet werden, wenn alle Teste unter 
den gleichen Bedingungen und mit dem gleichen Hefestamm durchgefiihrt worden 
waren. Das ist aber wohl kaum der Fall. Der auffallend groBe Wuchsstoffgehalt des 
Hausschwamms hat Gist (1936) auf den Gedanken gebracht, diesen als Ursache 
der erstaunlichen Wachstumsenergie anzusehen, die den Pilz befahigt, ,,weite 
Strecken, auch ohne auf Nahrungsquellen zu stoBen, zu durchwachsen, um dann 
an geeigneten Stellen seine holzzerstérende Tatigkeit wieder aufzunehmen“. Aus 
dem stark positiven Ausfall der Ninhydrinreaktion hat Gisrr. (1936) geschlossen, 
daB in den Mycelextrakten Aminosduren vorliegen, ihnen aber keine Bedeutung 
fiir den Ausfall der Testreaktion zugeschrieben. 

Daf Aminosiuren den Hefestoffwechsel entscheidend beeinflussen 
k6énnen, ist in den letzten 30 Jahren mehrfach berichtet worden. So 
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konnten WILLIAMS u. Mitarb. (1920, 1936) die wachstumsfordernde Wir- 
kung von Asparagin und Asparaginsiiure nachweisen, wahrend MILLER 
u. Mitarb. (1936) fiir Leucin ahnliches mitgeteilt haben. NrELsEN u. 
Harrettus (1937) konnten durch Zugabe eines Aminosiurengemisches 
ebenfalls Wachstumssteigerungen erzielen. Weiterhin haben MrrcH ELL 
u. WituiAms (1940) unter Verwendung reiner Wuchsstoffe und von 
20 Aminosauren gefunden, daB verschiedene Saccharomyces cerevisiae- 
Staémme durch diese stark geférdert werden, wobei die besten Testwerte 
die der Kontrollen um 1200% iibertrafen. Doch haben die genannten 
Autoren auch darauf Tetdeeeene da die Reaktion ihrer Teststimme 
auf Zugabe von Aminosiuren recht unterschiedlich war. 

Was die auch schon von Gist (1936) beobachtete starke Gartatigkeit 
der mit Merulius-Extrakten und Hydrolysaten versehenen Testkulturen 
anbetrifft, so scheint diese irgendwie mit den iibertragenen Aminosduren 
in Beziehung zu stehen. K6at u. Bore (1941) sehen in der Aminosiéure 
Threonin einen Hauptbestandteil des von v. EULER (1934) angegebenen 
.,Garungsfaktors“, wihrend dem Glykokoll eine gleiche, wenn auch 
_ schwichere Wirkung zukommt. 


Zusammenfassung. 

1. Unter Benutzung verschiedener Medien und unter variierten Be- 
dingungen konnte die absolute Aneurinheterotrophie des Hausschwamms 
nachgewiesen werden. 

2. Gemische wechselnder Mengenverhiltnisse von Aneurin, Biotin 
und Meso-Inosit fiihrten unter den gewahlten experimentellen Bedin- 
gungen zu keiner durch Trockengewichtsbestimmung faBbaren Wachs- 
tumssteigerung. 

3. Nur bei Verwendung von Glutaminsiaure als N- Quelle lieB sich eine 
Pyridoxinwirkung mit ziemlicher Sicherheit nachweisen. 

4, Als Erklarung fiir die mit Vitamin B,, erhaltenen wechselvollen 
Versuchsergebnisse wird die bisher allerdings nur bei Bakterien festge- 
stellte tiberraschend gare Unspezifitét dieses Wirkstoffes in Erwigung 
gezogen. 

5. Die wachstumsfordernde Wirkung chemisch nicht identifizierter 
Substanzen wird erortert. 

6. Mit Hilfe des Hefetestes wurde die zeitliche Abhangigkeit der 
Synthese hefewirksamer Stoffe verfolgt. Unter Zugrundelegung der 
Nahr- und Wuchsstoffbediirfnisse der Testhefe, sowie der ermittelten 
Biotinstandardkurve konnte die Wirkung der Extrakte und Hydrolysate 
als dem Biotin und Aminosiuren zugehérig erkannt werden. In Modell- 
versuchen mit optimalen Biotinmengen und Zusatz von Aminosiuren 
lieBen sich den Testlésungen entsprechende Hefestimulierungen erzielen. 
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Untersuchungen tiber die Mycorrhizen von Allium- und 
Solanum-Arten. 


Von 
E. SIEVERS, 


Mit 16 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 17. Mérz 1952.) 


Das Ziel dieser Untersuchungen war vor allem, dkologisch bedeut- 
same Einsichten in das Wesen der Mycorrhiza bei landwirtschaftlichen 
Nutzpflanzen zu gewinnen, da die Meinungen hieriiber noch sehr 
unterschiedlich sind. 


So versuchte Winter (1950b) diesem Problem unter modernen ékologischen 
Gesichtspunkten auf den Grund zu gehen. Er zeigte, daB bei Gramineen-Mycorrhizen 
 einerseits durch das geringe AuBenmycel und andererseits durch die unzureichenden 
Verbindungen des Innenmycels zu dem schwachen AuBenmycel Humusaufschluf 
oder Nahrsalztibertragung durch den Endophythen unméglich ist. Hiernach und 
auch in Anbetracht der schlechteren Entwicklung stark verpilzter Planzen muB 
es sich wohl um einen toleranten Parasitismus handeln. Damit stimmt auch tiber- 
ein, da’ WintER Mycorrhizen an Hafer, Gerste, Weizen, Roggen, Mais und Klee 
unabhangig von Humus- und Nahrstoffgehalt auf verschiedenen von ihm unter- 
suchten Bodenarten in bisher nicht vermuteter Starke fand. Durch seine Arbeiten 
wurde also die Ansicht Howarps (1948) zumindest fiir die oben genannten Pflan- 
zen als utopisch widerlegt. Wie WINTER betont, ware es falsch, diese Behaup- 
tung ohne weiteres zu verallgemeinern. 


Deshalb soll in dieser Arbeit fiir einige andere Kulturpflanzen aus den 
Familien der Liliaceae und der Solanaceae geklart werden, 1. welche 
Verbreitung die Mycorrhizen bei ihnen auf verschiedenen Bodenarten 
und -typen haben, 2. welche Bedeutung ihnen auf Grund 6kologischer 
und morphologischer Untersuchungen beizumessen ist, und 3. ob diese 
Befunde durch Reinkultur- und Syntheseversuche erhartet werden 


konnen. 
A. Methodik. 


Die Untersuchungen der betreffenden Wurzeln wurden nach der Methode von 
Winter (195la) an frischem Material durchgefiihrt. Als geeignetster Farbstoff 
erwies sich das von WINTER angewandte Methylenblau (nach LOFrLER) oder auch 
Baumwollblau. Am bequemsten war es, die Schnitte in ein Methylenblau-Glycerin- 
Gemisch im Verhaltnis 1:3 einzubringen. 

Um einen genaueren Uberblick tiber den Grad der Verpilzung zu bekommen, 
konnte bei den Alliwm-Arten mit ihren relativ dicken Wurzeln nicht so verfahren 
werden, wie WINTER (1951a) es fiir die Gramineen und den Klee beschreibt (8.424). 
Auch wurden die feinen Nebenwurzeln vielfach nicht untersucht, da sie fast immer 
verpilzt sind und auBerdem anteilmaBig im Verhaltnis zur Gesamtwurzelmasse zu- 
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riicktreten. Fiir die Starke der Gesamtverpilzung war hier also der Grad der Ver- 
pilzung der Adventivwurzeln ein besserer MaBstab. Darum wurden zu dieser Fest- 
stellung von simtlichen Adventivwurzeln einer Pflanze in drei etwa 4—5 cm von- 
einander entfernten Ebenen Querschnitte angelegt und dadurch der Prozentsatz 
der infizierten und pilzfreien Wurzeln ermittelt. Da8 hierzu nur Material benutzt 
werden durfte, welches ungefahr zur gleichen Zeit und am Ende der Vegetations- 
periode gesammelt war, sei nur am Rande vermerkt. Wurzeln, die bis zu 3 in- 
fiziert waren, werden als ,,schwach verpilzt‘‘ (+) bezeichnet, bis zu 2/, als,,verpilzt 
(+-+) und iiber ?/, als ,,stark verpilzt (+++). 

Zum Auszihlen der Eintritts- oder Austrittsstellen von Hyphen konnten natiir-. 
lich nur sehr diinne Nebenwurzeln 2. oder, falls vorhanden, 3. Ordnung dienen, da 
Quetschpraparate hierfiir ungeeignet sind. Gefarbt und gleichzeitig in Glycerin 
aufgehellt wurden diese Wiirzelchen in der von WinTER beschriebenen Weise. Die 
so erhaltenen Zahlen muBten mit 2 multipliziert werden, da die Eintrittsstellen der 
Unterseite ja nicht sichtbar waren. Infolge der starken Verpilzung der feinen Wur- 
zeln sind die erhaltenen Zahlen nur Durchschnittswerte starker verpilzter Wurzeln.. 
Um diese Ergebnisse durch eine Kontrolle noch zu erharten, wurden die Eintritts- 
stellen in verpilzten Querschnitten dickerer Wurzeln gezahlt und tiberschlagsmaBig 
auf die entsprechende Wurzellinge umgerechnet. Dabei ergab dieses zweite Ver- 
fahren nahezu das gleiche Ergebnis wie das erste. 

Die Feststellung des AusmaBes der Kartoffelmycorrhiza ist naturgemaB nicht. 
so einfach, da nur die feinen Saugwurzeln verpilzt sind, und diese nur zu einem Teil. 
zu erfassen sind. Trotzdem wurde versucht, aus dem Verhiltnis pilzfreier und in- 
fizierter ganzer Wiirzelchen einen Anhaltspunkt fiir den Grad dieser Mycorrhiza 
zu bekommen. In der oben beschriebenen Weise wurden auch hier die Eintrittsstel- 
len gezahlt. Starker auftretende, rein parasitische Infektionen werden durch (P) 
gekennzeichnet. 


B. Zur Verbreitung und Oekologie der Mycorrhiza bei 
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen. 


I. Bei den Liliaceen. 
a) Die weite Verbreitung der Mycorrhiza unter den Liliaceen ist durch die 
Arbeiten von Scuiicut (1888, 1889), MacrarLANe (1897), Stan (1900), GaLLaup 
(1905), Jonus (1924), SamuxEL (1926), CappELLErtr (1931a, b), ENpRIGKErT (1937) 
und Yousrr (1946) bekannt. Jedoch finden sich nur bei einzelnen Veréffent- 
lichungen (GALLAUD, JonES) Hinweise auf die Nutzpflanzen (Allium sativum L. 
und A. cepa L.) unter ihnen. 


Nach eigenen Untersuchungen waren die Wurzeln folgender Arten der 
Gattung Allium sowie verwandter Monocotyledonen bis auf wenige Aus- 


nahmen staéndig zu endotrophen, phycomycetoiden Mycorrhizen aus- 
gebildet: 


1, Allium porrum L. — (Porree) 10. Ornithogalum umbellatum L. 

2. A. cepa L. (Speisezwiebel) (Dolden-Milchstern) 

3. A. sativum L. (Knoblauch) 11. Colchicum autumnale L. 

4. A. Ascalonicum L. (Schalotte) (Herbstzeitlose) 

5. A. fistulosum L. (Winterzwiebel) 12. Iris Germanica L. (Schwertlilie) 

6. A. ophioscorodon Don (Perlzwiebel) 13. Gladiolus gandavensis van Houtte 
7. A. schoenoprasum L. (Schnittlauch) (Gartengladiole) 

8. Asparagus officinalis L. (Spargel) 14. T'ritonia crocosmiaeflora Voss 

9. Allium ursinum L. (Barenlauch) (Montbretie) , 
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Bei Nr. 8—14 war die Verpilzung entweder nicht iiber das ganze 
Wurzelsystem verbreitet oder aber von etwas anderem Charakter als 
bei Colchicum autumnale, von der schon GaLuauD (1905) gute Abbil- 
dungen gibt, die aber hier nicht weiter behandelt wird. Bis auf Col- 
chicum besitzen alle Arten Mycorrhizen desselben phycomycetoiden Typs. 

Dagegen war Iris pseudacorus L., die gelbe Sumpfschwertlilie, weder bei Her- 
kunft aus einem Waldtiimpel bei Bonn noch nach ¥,jahriger Kultur in einem 
schattigen Garten verpilzt, was die Angaben Scuticuts bestitigt, daB Sumpf- 
pflanzen im allgemeinen keine Mycorrhizen aufweisen. 

b) Da iiber die Okologie der Alliwm-Mycorrhiza nichts bekannt war 
und nach den ersten Mitteilungen angenommen werden mufte, daB ihr 
Auftreten an bestimmte Bodenarten oder -typen — also zum Teil humus- 
reiche oder nahrstoffarme — gebunden sei, wurden die zu untersuchen- 
den, oben aufgefiihrten Laucharten ganz verschiedenen Standorten, zu- 
nachst von unterschiedlichen Boden aus der Umgebung von Bonn (siehe 
Tab. 1) entnommen. Alle diese Arten besaSen in jedem Fall eine gut 
ausgebildete Mycorrhiza. Weiter konnte auf den verschiedensten Boden 
keine Abweichung in Grad und Art ihrer Ausbildung beobachtet werden 
{LoOBboden, trockener Hang oder am Bachgrund, altes Kulturland oder 
erst seit 5 Jahren in Kultur befindlicher lehmiger Sandboden, Garten- 
land (schwarzer L6Blehm) oder 5 Jahre alte Kiefernrodung (steinig-fein- 
sandiger Lehm mit 5 cm Humusauflage)]. 

Um zu priifen, ob die Beobachtungen auch fiir andere Bodenarten und 
verschiedene Gegenden gelten, wurden die Untersuchungen auf Pflanzen- 
material aus ganz Deutschland ausgedehnt. Tab. 1 gibt die Herkiinfte (ein- 
schlieBlich einiger Bonner) und die untersuchten Pflanzenarten an. Aus ihr 
geht hervor, daB alle Laucharten im allgemeinen eine mehr oder weniger 
stark entwickelte Mycorrhiza haben. Entgegen der Feststellung von Asa 
(1934), daB keine Beziehungenzwischen dem Standort der Wirtspflanze und 
dem Auftreten der Mycorrhiza bestehen, waren jedoch die Pflanzen einiger 
norddeutscher Moor- und Sandbéden entweder nicht oder nur schwach 
verpilzt. Die primire Ursache hierfiir ist wohl nicht der relativ hohe py- ° 
Wert (um 4,5); denn in Bonn-Ippendorf zeigten bei gleichem py-Wert ge- 
zogene Pflanzen (Porree, Zwiebeln, Gramineen und Leguminosen) eine 
stark ausgebildete Mycorrhiza. Worauf das Fehlen der Mycorrhiza zuriick- 
zufiihren ist, konnte bisher nicht geklirt werden, zumal sie sonst auf 
ahnlichen Béden angetroffen wurde und auch kein EinfluB der Vorfrucht 
auf ihre Ausbildung zu erkennen war. Es ist jedoch mdglich, daf sich der 
Torfgehalt hemmend auf den Endophyt auswirkt, wie auch die Unter- 
suchungen in Tab. 4 (S. 295) und von G. Brreex vermuten lassen. 

Uber die unterschiedliche Verbreitung der Mycorrhiza in ein und dem- 
selben Acker wird an anderer Stelle berichtet werden. 


1 Noch nicht ver6ffentlicht. 


292 


Tabelle 1. Vorkommen von Mycorrhizen bei der G 


Herkunft 


a) Norddeutschland: 
Moorausmoor (Kr. Bremerhaven) 
Mittelstenahe (Land Hadeln) 
Sinstedt (Kr. Bremerhaven) 
Dorum-Oberhaus. (Kr. Bremerh.) 


3s 


Oldenburg re (OE 


39 


LE) 


b) Mitteldeutschland: 
Magdeburg 


29 


Hameln 
95, 


c) Westdeutschland: 
Bonn 


Dransdorf b. Bonn 


Duisdorf b. Bonn 


> 


Ippendorf b. Bonn 


Rheidt 


d) Stiddeutschland: 
Wallerstein b. Nordlingen 


> 


Breisach (Baden) 
Oberrotweil (Kaiserstuhl) 


> 
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Boden 


Moorboden | 
anmoor. Bod. | 


Sandboden | 
\Marschboden 


7 
| 


99 
‘anmoor. Bod. 


99 > 
humos. Sand 


99 39 
Schwarzerde 
9° 


lehm. Ton 


39 2° | 


'L6Bboden 


99 


”° 


lehm. Sand 


” 9° 


sand. Lehm 


jm, oO Cm: 
Humusaufl. 
Lehmboden 


Tonboden 


99 


humos. Sand 
L6Bboden 


” 


Pflanzenart 


Porree 


Schalotte 


Porree 


Schalotte 


Porree 
Zwiebel 
Schnittlauch 
Porree 
Zwiebel 


Porree 


Schalotte 
Knoblauch 
Schnittlauch 
Winterzwiebel 
Porree 
Zwiebel 
Porree 
Zwiebel 


| Perlzwiebel 
| Schalotte 

| Porree 
Zwiebel 


Porree 


ss 


Porree 


| Zwiebel 


Knoblauch 
Schnittlauch 
Porree 


Winterzwiebel 


Vorfrucht 


Friihkartoffeln 
| Rhabarber 
Porree 
Kartoffeln 
Hafer, Roggen 
Kartoffeln 
Hafer, Roggen 
Roggen 


Leguminosen 


Kart.,Tom.,Wirs. 
Gurken, Bohnen 


‘> 


| Porree 
Roggen, Salat 
Kart., Mangold 
Wirsing 


39 


| Spinat 

5 J. alte Kiefer 
Rodung m. Klee 
u. Grasern 
krauterreicher 
Kiefernwaldbod. 


Weizen. 
Mohren 


2? 


Die Anzahl der Kreuze bedeutet die Starke der Mycorrhiza-Entwicklung. 


: Diese Pflanzen wurden im zeitigen Friihjahr untersucht, als sie schon neue Wurzeln ge 
hatten, die aber noch nicht infiziert waren. 


; 


: 


attung Allium von verschiedenen Standort 


Myco1 
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II. Bei Solanaceen. 


a) Die Verbreitung der Mycorrhiza unter den Solanaceen ist bei 
weitem nicht so stark wie bei den Liliaceen, bei denen die wenigen nicht 
_ verpilzten Arten eine Ausnahme darstellen. 


Tabelle 2. Angaben iiber die Verbreitung der Mycorrhiza unter den Solanaceen?. 


Mycorrhiza Mycorrhiza 
a) tuberése Arten: Sol. lycopersicum 
Solanum acaule Bitter . . =. var. pimpinellifolium Mill. = 
Sol. andigenum Juzepezuk Sol. lycopersicum 
et Bukasov ... 2 +2 var. pyriforme Dun... . son 
Sol. antipoviczii Bakeoy : te Sol. lycopersicum 
Sol. chacoense Bitter . . . a var. umbertiana 
Sol. demissum Lindl. . . . ware (fehlt Index Kew) .. . ain 
Sol. depexum Juzepezuk . — Sol. lycopersicum 
Sol. goniocalyx Juzepezuk (von Kiefernrodung) . . + 
Ot BUKASOVE So. ee = Sol. melongena Ll. . . . . . 2 
Sol. leptostigma Juzepezuk . os Sol. miniatum Bernh. . . . seat 
Sol. maglia Schlecht .. . ++ Sol. nigrum L. (von ver- 
. Sol. malinchense schiedenen Feldern) . . (+) 
(fehlt Index Kew) . . . ae Sol. nitidibaccatum Bitter + 
Sol. tlaxcalense Sol. nodiflorum Jacq. . . . se 
(fehlt Index Kew) . . . ok Sol. ochroleucum. Bast. 4 
Sol. tuberosum L. . . . (s. unten) Sol. rostratum Dun... . . Ae Seer 
Sol. verrucosum Schlecht. : + Sol. sisymbrifolium Lam... == 
Sol. tiibingense (Bot. 
b) nicht tuberdse Arten: Garten Bonn) (Chimire) zt 
Solanum alatum Moench . +++ Sol. villosum Moench .. . ++ 
Sol. atriplicifolium Desp. . seas Nicotiana acuminata 
Sol. dulcamara L. (Grale) Fl ooks rete «erat ag 
(Bonn-Ippendorf) .. . — Nic. chinensis Fisch. . . . — 
Sol. dulcamara L. Nic. gigantea hort. ... . = 
(Bot. Garten Bonn). . . = Nie. mused La. me 4 
Sol. Gaertnerianum (Bot. Nic. solanifolia Walp. . sage —_ 
Garten Bonn) (Chimare) — Nic. tabacum li... — 
Sol. Gilo Raddi, .. iw. ate Nic. tabacum (aus Rostock) — 


Atropa Belladonna L. 


Sol. Hendersonii hort. . . . — 
(Bot. Garten Bonn). . . — 


Sol. heterodoxum Dun... . ae 


Sol. Koelreuterianum (Bot. Capsicum annuum L. . . 4s 
Garten Bonn) (Chimare) = Nicandra physaloides Bitter ++ 

Sol. lycopersicum L. Petunia hybrida hort. . . . ++ 
(Stammf.a.S.-Am.). . . + q , 

Sol. lycopersicum spp. c) mit Rhizom: 
(a. versch. Garten) .. . Physalis Alkekengi L. -. . .+++ 


Die Arten ohne Bezeichnung ihrer Herkunft stammen aus dem Garten des In- 
stitutes fiir landwirtschaftliche Botanik der Universitat Bonn. (+-) = nur in einem 


Falle verpilzt. 


1 Wiir das Uberlassen der sehr seltenen, wilden Solanaceen bin ich Herrn Privat- 


dozent Dr. WEILING zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Nach Janse (1897), Bernarp (1901, 1902, 1911), JumELLE (1905), Macrou 
(1914, 1921), Cosran1mn (1934, 1935) und den Mitarbeitern der beiden letzteren, 
HitpEsranp u. Kocu (1936) und Rayner (1936) sind als mycorrhizentragend be- 
kannt: Solanum verbascifolium, Sol. dulcamara L., Sol. maglia Schlecht, Sol. 
Commersonii Dun., Sol. tuberosum L., Nicotiana tabacum L. Keine Mycorrhiza 
besitzt dagegen nach RayNER Solanum lycopersicum L. (Tomate). 


In Tab. 2 sind die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen an Solana- 
ceen zusammengefaBt. Danach und nach den Angaben obiger Autoren 
sind die Ergebnisse recht verschieden, so da man den Eindruck hat, 
als seien viele der Solanaceen ,,bereit‘, unter bestimmten Bedingungen 
eine ,,Symbiose“‘ mit einem Mycorrhizapilz einzugehen. 


b) Die Okologie der Kartoffelmycorrhiza ist von ganz besonderem 
Interesse, da es nach der Literatur im wesentlichen vom Standort ab- 
zuhangen schien, ob Mycorrhizen gebildet werden oder nicht. In der 
Tab. 3 sind einige untersuchte Kartoffelsorten, ihre Standorte und 
etwaige Verpilzung angegeben. Die Tabelle zeigt, da die Kartoffeln im 
Ackerboden gréBtenteils keine Mycorrhizen haben. Daf der Standort 
nicht ganz ohne EinfluB ist, geht aus den Ergebnissen A 12 und 13, 
B 1—5 und C hervor. Besonders das unterschiedliche Auftreten der In- 


Tabelle 3. Vorkommen der Kartoffelmycorrhiza in verschiedenen Gegenden!. 


A. Bonn: L6Bboden Mycorrhiza 


. Aquila Hz., 1. u. 2. Nb. mit normaler Volldiingung. . ... . _— 
. Mittelfriihe Hz., 1. u. 2. Nb. mit normaler Volldiingung. . . . — 
. Vera Hz., 1. u. 2. Nb. mit normaler Volldiingung ...... _- 
. Bona im 46jihr. Dauerdiingungsversuch: abw. ohne N, K u. P _ 
. Erstling im Stickstoff-Steigerungsversuch von 0—200 kg/ha. . _ 
. Friihperle in gut kultiviertem Garten ......... come — 
. Oberarmbacher in gut kultiviertem Garten ......... _ 
. Primula in gut kultiviertem Garten . ... . Ang tt hoe! a 
. Voran in gut kultiviertem Garten... .. . POE Coen sh -- 
10. unbekannte Sorte in gut kultiviertem Garten... ..... — 
11. unbekannte Sorte von stark verquecktem Feldrand .... . — 
12. unbekannte Sorte aus 1 Jahr brachliegendem Garten. . . . . + 
13. unbekannte Sorte aus 4% Jahr brachliegendem Garten . . . . + 


CoAanPr WN 


B. Bonn-Ippendorf: Sandiger Lehm, krauterreicher Kiefernwald- 


boden 
1. Voran Hz. unter Calluna vulg., Molinia coerul., Potentilla u.a.. ++ 
2. Voran 1. Nb. auf kahlem, mit Nadelhumus bedecktem Boden . — (P) 
3. Voran 1. Nb. unter Call. vulg. u. Flatterschmiele. . . . 2. . + 
4. Voran 1. Nb. unter Vacciniwm und Moos... ....... + 
5. Voran 1. Nb. unter Call. vulg., Molinia, Potentillau.a..... ++ 
6. Wurzeln einer Staude a) in kahlem Nadelhumus ..... . 
v. Voran 1. Nb. b) unter Vacciniwm u. Moos wachsend . + 


1 Hz. = Hochzuchtsaatgut; Nb. = Saatgut von Nachbau. 
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©. Mayen: Sandboden Mycorrhiza 
Run be Mas OFLC g anaes ees me imi Aber “rely Ai oo, ites ig (aney sds 

D. Kassel: L6Bboden 
RUD OL SOLCCT EMS ent Sidic<c Tite Dei cce nd aottesvet sete Mate ne he he — 


MODES SOrceawaiatr tare ieey PUOe ke 


+ 


HK. Kassel-Wilhelmshohe, 598 m iiber N.N.: 
ING TTA e019 ANE ike as ie eae Bo “ORE OLE he eee Lee Peat — 


F. G6ttingen: Lehmboden 


Blaue Odenwailder in gut kultiviertem Garten. . ... . er — 
Mittelfrithe in gut kultiviertem Garten... ..... oe SE — 
Sieglinde in gut kultiviertem Garten. . ....... pies _ 
unbek. Sorte in gut kultiviertem Garten ..... . eee ae ge — 


fektion an der Staude B 6 veranschaulicht, daB wohl nicht die Boden- 
eigenschaften (py-Wert, Nahrstoff- und Humusgehalt) eine Rolle spielen. 
Entscheidend ist fir das Entstehen von Mycorrhizen das Vorhandensein 
von Infektionstragern, von denen der Pilz im zeitlichen Neben- oder 
_Nacheinander tiberwachsen kann. Das 1é8t zum Teil Tab. 4 (B) erkennen 
und das zeigen die Infektionsversuche mit Porree (S. 305) und Weizen 
(von G. BrreeL). Auch die Arbeiten von Costantin und Magrov und 
ihren Mitarbeitern (1934, 1935) weisen darauf hin, waihrend es von 
Winter (1950b, 195la) durch seine 6kologischen Untersuchungen fir 
die Gramineen-Mycorrhiza wohl als erwiesen gelten kann. Bei den 
Allium-Arten dagegen scheint aus noch unbekannten Griinden das Vor- 
handensein von Infektionstragern nicht so notwendig zu sein(vgl.S. 291) 
wie bei den Solanaceen. 


Tabelle 4. Angaben wiber das Vorkommen der Kartoffelmycorrhiza der Sorte Bona 
in den Jahren 1950 und 1951}. 


A. im Bodenartenversuch: 1950 1951 
wokboden mittstarker)Tortzutuhr fs) 50% % . 2 3 we ele — — 

3 ee eichave Aung yUeN eu Sl Mea gol Ubleega ae alse me be ke bs — ++ 

im _ 35 (ConbraenrnnebOe” aS BBO & 6G Maks 6 Ne — ++ 

ae - a5 ‘Shinlifemeel oy VE MG a en 0 ee Gah a — 

“4 HH i iKalkia DCm aces imate ranceemer Ca — 


B. nach verschiedenen Vorfriichten: 


Mach sROGGen vy ee fa.) whe) 2 te oie Sake RS y Ce geo eee alles 


PRP CIC OTIS Nay ub vars erlotree al oii) let teil) Kopbre | oo 08 Ae) o'er sts 
5) (CIRM se SNA oe 5 RG? ee ray Bates — + 
oo. LETT Cen Sones Gewese cpte tei meeromer Mec iecret oe oe eae 

WeiBklee-Grasmischung. .9....°. ..+-+.+-.+..- — ++ 


99 
1 Hier méchte ich es nicht versaumen, Herrn Dr. Scuuuze fiir die Bereitstellung 


der verschiedenen Kartoffelversuche zu danken. 
20* 
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Auer vom Vorhandensein infizierter Ubertrigerwurzeln hangt das 
Vorkommen von Mycorrhizen wahrscheinlich auch von anderen Fak- 
toren ab. So sind in der Tab. 4 die Ergebnisse der Untersuchungen an 
der Sorte Bona von 1950 und 1951 unter sonst gleichen Bedingungen 
gegentibergestellt. Sie zeigt, daB in dem verhaltnismaBig nassen Jahr 1951 
die Mycorrhiza dort auftritt, wo sie im Vorjahr fehlte. Diese Ergebnisse 
deuten auf den Einflu8 des Klimas hin, wobei méglicherweise die Feuch- 
tigkeit das Wachstum der Mycorrhizapilze zu begiinstigen scheint, wie 
es auch PEYRONEL (1924b) angibt. Dies laBt auch ein Syntheseversuch 
mit Porree in altem (lange gelagertem), ausgetrocknetem Sandboden 
(siehe Tab. 6, b, S. 308) erkennen, in dem nach 8 Wochen erst eine 
schwache Infektion begann, wahrend in dem gleichen, aber frischen 
Boden (siehe Tab. 5, b, 8. 305) schon eine gut ausgebildete Mycorrhiza 
vorhanden war. : 


Zu I. Morphologie und physiologische Bedeutung der 
Allium-Mycorrhiza. 


1. Zur Morphologie des M ycorrhizapilzes. 


Die Mycorrhiza der Gattung Alliwm zeigt bei den einzelnen Arten ein so iiber- 
einstimmendes Bild, daB eine getrennte Behandlung iiberfliissig erscheint. Durch 
die Arbeiten von GatLaup (1905), dem wir die ersten klaren Bilder hieriiber ver- 
danken, und EnpricKetrT (1937) sind wir iiber den allgemeinen Bau dieser Mycor- 
rhizen unterrichtet. Da diese ph ycomy cetoiden oder thamniskophagen Mycor- 

A rhizen trotz ihren gleichen Grund- 
ziigen bei deneinzelnen Wirts- 
pflanzen doch einige Unterschiede 


is aufweisen, kann auf eine geschlos- 
P : : 

ne sene Darstellung nicht verzich- 
HYP. tet werden. 


einen unregelmiBig septier- 
Abb. 1, Porreequerschnitt: in die Epidermis (Ep) ein- ten Pilz (vgl. WINTER [1900 bj 
dringende Hyphe. Vergr. 625 fach, und 8. 311), ahnlichden von 
Suipata (1902) und Burier| 
(1939) beschriebenen. Niemals konnte aber eine doppelte Infektion durch 
zwei verschiedene Pilze einen Phycomyceten und einen Rhizoctonia- 
ahnlichen Pilz — beobachtet werden, wie es PEYRONEL (1922, 1923, 1924), 
SIFERRI (1928), CAPPELLETTI (1931 a), McLuckre u. BuraEs (1932), Ma- 
LAN (1938) und Youssr (1946) fiir die von ihnen untersuchten Pflanzen 
angegeben haben. DaB dies jedoch an sich nicht ausgeschlossen ist, konnte 
Writer (1950b, 1951a) bei Hafer zeigen. 


Die Querwiinde treten am AuBen- wie am Innenmycel sehr unregel- 
maBig auf. Bei diesem wie bei den Leithyphen kénnen sie iiber weite 


Die — Allium-Mycorrhiza 
S 7 atiteall wird hervorgerufen durch 
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Strecken véllig fehlen, wihrend sie an den Nebenhyphen haufig anzu- 
treffen sind (vgl. S. 311). 

Die Starke der Hyphenmembran nimmt von auen nach innen ab 
(vgl. Fig. 3, Gatiaup [1905], BurcErr [1909] und Demerer [1923]), so 
‘da also die Hyphen in der Wurzelepidermis die dicksten Membranen 
besitzen. Nach DemeTEr soll dies der Grund dafiir sein, daB in der Nahe 
der Hintrittsstellen keine Arbuskelbildung stattfindet, weil diese dickwan- 
digen Hyphen fiir eine Reizwirkung der Zelle unempfindlich sind. Ebenso 
unterschiedlich ist der Hyphendurchmesser, mit 3,5—6 wu bei den inter- 


Abb. 2. Porreeliingsschnitt: Epidermiszelle (a) mit ,,Zwickel*' und (>) schneckenhausartig 
gewundene Hyphen in einer Kurzzelle der Interkutis nnd einer benachbarten Rindenzelle. 
Vergr. @) 525; b) 625fach. 
cellularen und 4—7 yw bei den intracellularen Hyphen. Der durchschnitt- 
liche Hyphendurchmesser des intracellularen Mycels liegt also ttber dem 

des intercellularen und auch des peripheren. 

Die Wurzeln werden stets durch die Epidermiszellen infiziert. Ein Ein- 
dringen von Hyphen durch die Wurzelhaare, wie z. B. bei Orchideen 
(BurcErr) oder beim Hafer (WrnTER), konnte niemals festgestellt 
werden. 

Nach Bildung gréBerer oder kleinerer keulenférmiger Anschwellungen 
(Abb.1, A) dringt der Pilz in die Epidermis ein und verzweigt sich stark 
in den anliegenden Zellen der subepidermalen und der ersten Rinden- 
zellschicht nach Entstehen ganz charakteristischer Windungen (Abb. 2 
und 3). Die weitere Ausbreitung innerhalb des Rindenparenchyms erfolgt 
in der Nahe der Eintrittsstelle intracellular, spater jedoch hauptsachlich 
intercellular (Abb. 3). Wie bei den von DemeErer (1923) untersuchten 
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Mycorrhizen (Asclepiadaceen und Apocynaceen) finden sich keine Inter- 
cellular-Hyphen zwischen den der Endodermis und der Exodermis be- 
nachbarten Rindenzellen. Pilzfrei bleiben Wurzelbasis und -spitze. Hine 
zyklische Symbiose ist also ausgeschlossen. 

Dringt der Pilz in eine Rindenzelle ein, so laBt sich haufig beobachten, - 
da die Hyphe auf den Zellkern zuwachst (Abb. 4) (vgl. BurcErFF [1932] 
und REED u. Frimont [1934]), so daB dieser spaiter in den Arbuskeln 
eingebettet ist (Abb. 5). Wie Suipara (1902), DeMETER (1923), BURGEFF 


Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Porreequerschnitt: eintretende und sich verbreitende Hyphe. Vergr. 625fach. 


Abb. 4. Porreelingsschnitt: in den infizierten Parenchymzellen wiichst die Hyphe auf den Zellkern 
zu. Vergr. 525fach. 


(1932) und NEUMANN (1934) angeben, vergréBert sich der Zellkern mit 
beginnender Arbuskelbildung und nimmt bei fortschreitender Ver- 
dauung im Sporangiolenstadium wieder ab (Abb. 6). Jedoch treten nicht: _ 
solche tiefgreifenden Kernverainderungen (unregelmaBige Gestalt, Strek- 
kung und Abschniirung) auf, wie Sarpata und BurGerr sie fiir ihre 
Mycorrhizen beschrieben haben. 

Entsprechend der Beschreibung von GaLLaup und DemErER wurden 
auch bei diesen Allium-Mycorrhizen terminale, einfache (Abb. 5 unten, 
Abb. 7) und — entgegen Enprickerrs Angaben (1937) — zusammen- 
gesetzte Arbuskel (Abb. 5 oben) beobachtet, diese aber seltener, — Die 
Arbuskel finden sich in allen Zellen des Rindenparenchyms, ohne Diffe- 
renzierung in ,,Pilzwirt-‘‘ und ,, Verdauungszellen (Magnus [1900]). 
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Uber die Entstehung der Arbuskel herrschen noch verschiedene Meinungen. 
Wahrend GaLuavup (1905) diese ,,Baumchen“ oder ,,arbuscules‘, wie er sie benannt 
hat, fiir feinste Verzweigungen dichotomenCharakters halt, glaubt DemETER (1923) 
da8 sie KiweiBausfallungen von Pilzplasma-,,Wélkchen“ an feinen, meist dichotom 
verzweigten Hyphen darstellen, die durch das saure Zellsaftmedium zum Platzen 


Abb. 6. Porreeliingsschnitt: rechts vergréferter Zellkern bei noch nicht abgeschlossener 
Verdauung; links hat der Kern seine alte Grofe wieder erreicht. Vergr. 525fach. 


gebracht sind. Beide Autoren mégen jedoch nicht unrecht haben, weil es vielleicht 
so sein wird — wie aus eigenen Untersuchungen geschlossen werden kann —, daB 
die Arbuskel im Grunde genommen feinste dichotome Verzweigungen darstellen, 
daB sie aber rasch dem Angriff der Wirtszelle unterliegen und zu ,,aus feinen K6rn- 
chen bestehenden Wélkchen“ werden. Nur diese bekommt man in der Regel zu 
Gesicht (Abb. 5) und sehr selten konnten feinste Verzweigungen bis zu den auBer- 
sten Enden verfolgt werden (Abb. 7). 


Die Verdauung der Arbuskel setzt bei den diinnwandigsten, am wenig- 
sten widerstandsfihigen Teilen, eben diesen feinen Verzweigungen, ein, 
so da® zuerst an den duBersten Enden die Sporangiolenbildung beginnt 
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Hy 
(Abb. 8). Mit fortschreitender Verdauung verwandeln sich so die Arbuskel 
in Trauben von Sporangiolen (Abb. 9). Da die Arbuskel-,,Stammechen* 
im Verhaltnis zu den Arbuskel-Verzweigungen eine relativ dicke Mem- — 
bran besitzen, kénnen sie der Verdauungstitigkeit der Zelle widerstehen. — 


Abb. 8. 
Abb. 7. Porreequerschnitt: fein verzweigter Arbuskel. Vergr. 525fach. 
Abb. 8. Porreeliingsschnitt: Arbuskel bei beginnender Verdauung und intercellularer Vesikel. 
Vergr. 625fach. 

Jedoch miissen auch sie ihren Inhalt an die Wirtszelle abgeben, wodurch 
ihre Wande schlieBlich kollabieren. 

Wihrend die Arbuskelbildung standig erfolgt, konnte eine besonders 
rege Vesikelbildung nur an Material beobachtet werden, das im Frih- 


Abb. 9. Porreeliingsschnitt: abgeschlossene Verdauung. Vergr. 625fach. 


jahr gesammelt wurde. Dieses bestatigen auch die Untersuchungen von 
DeMeETER (1923), wogegen PryRoNEL (1923) zahlreiche Vesikel an ab- 
gestorbenen Wurzeln im Herbst gefunden hat. Diese brauchen jedoch 
nicht erst im Herbst gebildet zu sein, als die Wurzeln abzusterben be- 
gannen. Nach unseren Untersuchungen findet eine ausgedehnte Vesikel- 
bildung bei den Allium-Arten — au®er an anderen Stellen, auf die spater 
noch einzugehen sein wird — gerade in den jiingeren, mit vielen Haaren 
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-besetzten Wurzelteilen statt. So wurden in 1 mm langen tangentialen 
und radialen Langsschnitten von den betreffenden Wurzelteilen 10 bis 
20 Vesikel gezahlt, so da in solchen Wurzeln auf 1 mm etwa 40 bis 
60 Vesikel entfallen. 


Abb. 10. Vesikel verschiedener Stadien 
aus Porreelingsschnitten, rechts ein 
interkalarer Vesikel. Vergr. 625fach. 


Dieses starke Auftreten von Vesikeln in der Wurzelhaarzone, also der 
Zone der kraftigsten Nahrstoffabsorption, weist auch schon auf ihre Be- 
deutung als ,,temporire Speicherorgane“ hin, wie GALLAuUD (1905) sich 
ausdriickt. Dagegen kénnen die Angaben PEYRONELS (1924b) nicht be- 
statigt werden, wonach es sich bei diesen Vesikeln, abgesehen von 
Speicherorganen, um Oosporen handele, die sich héchstwahrscheinlich 
zu Sporangien entwickelten. Ihr Inhalt zeigte im Jugendstadium die 
gleiche granulierte Struktur wie die Hyphen (Abb.10a), waihrend sie mit 
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zunehmendem Alter bei Verstiérkung der Wande gréber strukturiert sind 
und groBe Fettvakuolen besitzen (Abb. 8, 11). Auch in alten Vesikeln 
abgestorbener Wurzeln war keine Sporenreifung oder -bildung zu er- 
kennen. ,,Reife‘‘ Vesikel haben eine braunlich-gelbe Farbe und enthalten 
Glykogen (Meyrrsche Glykogen-Jodprobe). 

Die Bildung der Vesikel hat BurLer (1939) richtig beschrieben: Sie 
entstehen meist terminal an intercellularen Hyphen und sind daher viel- 
fach linglich (Abb. 8, 10a und d), haufig aber auch ganz unregelmafig, 
wenn sie sich in eine Zelle hineindriicken (Abb. 10b und 11), oder rund 
(Abb. 10c und 11), wenn sie intracellular gebildet werden. Seltener wer- 


Abb. 11. Intercellulares 
Mycel aus Porreelings- 
schnitt. Der untere Vesi- 
kel hat sich teilweise in 
die Zellen hineingedriickt 
(siehe Pfeil). Der obere 
Vesikel ist intracellular 
und daher rundlich. 
Vergr. 312fach. 


den intercalare Vesikel (Abb. 10d) angetroffen, die die Deutung als 
Speicherorgane unterstreichen. 

Basale Septen an Vesikeln konnten nicht eindeutig festgestellt werden. 
Die meist vor den Vesikeln abgebildeten bikonkaven Plasmaabgrenzun- 
gen (Abb. 8 und 11), durch die oft das grdéber granulierte Plasma der 


Vesikel gegen das feinere der Hyphen abgegrenzt wird, sind sicher durch 
Plasmolyse entstanden. 


Wir haben keine Anzeichen dafiir gefunden, daB es sich bei den hier unter- 
suchten Mycorrhizen der Gattung Allium um zwei verschiedene Mycelien handelt, 
die nach PryRonEt (1923) zusammen die phycomycetoide Mycorrhiza bilden sollen. 
PEYRONEL (1922) beschreibt einen Pilz, der spiralig oder knieférmig gebogen ist 
und dessen durch Septen in tonnenférmige Stiicke geteilte Hyphen sich zu einem. 
pseudoparenchymatischen Gewebe vereinigen kénnen, welches GaLLAuD (1905) 
sogar dem eigentlichen Mycorrhizapilz zuschreibt (vgl. seine Tafel 1, Fig. 11). Wenn 
Pryronet diesen fiir den dritten, rhizoctoniadhnlichen Symbiosepartner halt, so 
kann es sich nach Winrprs (1952) und eigenen Befunden allenfalls um einen eine 
mycorrhizaibnliche Verpilzung verursachenden Endophyten handeln, der sich nur 


in den auBersten beiden Zellschichten der Wurzel aufhalt und die Wirtszelle ein- 
deutig schadigt. 


2, Zur Physiologie und Okologie des Alliwm-M ycorrhizapilzes. 


a) Zur Physiologie: Die Untersuchung der Physiologie dieses Mycorrhiza- 
pilzes hat seine Reinkultur zur Voraussetzung. Zur Isolierung aus Wurzeln dienten 
folgende Substrate, auf die verpilzte Wurzelgewebestiicke gebracht wurden: } 


Untersuchungen iiber die Mycorrhizen von Allium- und Solanum-Arten. 303 


1. Porreewurzelextraktagar, 5-, 10-, 20- und 40% ig kalt mit Seitz EK-Filter 
und im Autoklaven sterilisiert, mit 2°, Agar-Agar. — 2. Biomalzagar, 3°, Biomalz 
und 2% Agar-Agar; 1% Biomalz und 1% Agar-Agar nach M. Srann (1949), — 
3. Mannitagar, 1% ig und 1% Agar-Agar nach M. Srann. — 4. Stairkeagar, 2%, 
Kartoffelstarke und 2% Agar-Agar. — 5. Rhizoctonia-Nahrboden B, px 5,5, nach 
Burcurr (1932). — 6. Erdextraktagar von 300 g Erde und 300 cm® Wasser mit 
1,5% Agar-Agar kalt mit EK-Filter und bei 2 atm 30 min im Autoklaven sterili- 
siert; a) von lehmigem Sandboden, b) von Lé&boden, c) von Frithbeeterde, d) von 
Kiefernwaldboden. — 7. Regenwasseragar ohne und mit 194 Albumen ovi nach 
M. Sraunt (1949). — 8. WaBriger Erdauszug, py 6,7, nach M. Stan; a) mit Porree- 
Pflanzchen, die 8 min in Chlorkalklésung (10 g auf 140 cm? H,O) oberflachen- 
sterilisiert waren, b) mit Porree-Pflanzchen, die nur mit warmem Wasser und Seife 
abgewaschen und unter scharfem Wasserstrahl abgespiilt wurden. — 9. Feuchte 
Kammer nach CapPELLErti (1931a), in der Wurzelstiickchen ausgelegt wurden. 

Trotz all diesen Nahrbodenvarianten gelang es nicht, den Pilz aus den Wurzel- 
schnitten herauszuziichten. Dagegen stellte sich 9mal an den Enden der Wurzel- 
stiicke, die auf Regenwasseragar (in 1 Fall) und in feuchten Kammern (in 8 Fallen) 
ausgelegt waren, ein Pilz ein. Es schien sich dabei immer um denselben Pilz zu 
handeln. Er bildete auf der Oberflache um das betreffende Wurzelstiick herum ein 
dinnes weifBliches Netz und auf dem Wurzelstiick selbst einen ebenso diimnen, 
baumwollartigen Flaum von 2—3 , dicken Hyphen mit feinen, schwer sichtbaren 

‘ Querwanden, ahnlich wie es CaPPELLETTI (1931la) fiir seine aus Alliwm roseum 
isolierte ,, Rhizoctonia‘: beschrieben hat. Weil der Pilz nicht fruktifizierte und darum 
nicht zu bestimmen war, konnte nur der Syntheseversuch entscheiden, ob es sich 
hierbei um den Mycorrhiza-Symbionten handelte. Der Pilz gedieh bei diesen Ver- 
suchen auf einigen Substraten auffallend besser in Gegenwart der jungen Pflanzen, 
die trotzdem kraftiges Wachstum zeigten. Kine gleichzeitige Untersuchung der 
Wurzeln (nach 7 und 14 Tagen) lieB jedoch eine die Zelle schadigende, nicht mycor- 
rhizaartige Infektion erkennen, bei der die gesamte Wurzel von den Hyphen durch- 
wuchert wurde. 


Da alle Isolierungsversuche bisher gescheitert sind, andererseits aber 
dieser Mycorrhizapilz auf nahrstoffarmen Natur- wie auf gediingten 
Kulturbé6den vorkommt, also von Bodenverhaltnissen weitgehend un- 
abhangig ist, so muB es sich wohl um einen obligat parasitischen Wurzel- 
pilz handeln. Damit stimmt auch seine iiberaus starke Entwicklung in 
der Wurzel im Verhaltnis zu dem extrem schwach entwickelten AuBen- 
mycel tiberein. 


Wenn Puyrone (1924b) fiir seine Gramineen-Mycorrhiza sagt, das saprophy- 
tische Leben des Pilzes sei ebenso iippig wie das symbiontische, so hat er offenbar 
darin unrecht; schreibt er doch selbst: ,,das AuBenmycel bildet in dicht bewachsenen 
Béden... ein umfangreiches Netz‘‘. Denn in dicht bewachsenen, also mit vielen 
Wurzeln durchsetzten Béden hat der Pilz dank der enorm groRen Wurzeloberflache 
viel bessere Lebensbedingungen als auf kahleren Béden. Wie WINTER (1952) glaubt, 
ist PryroneL bei der Behauptung einer starken Mycelentwicklung im Boden 
einer tiberaus leicht méglichen Verwechslung mit anderen Rhizospharenbewoh- 
nern zum Opfer gefallen, was auch eigene Untersuchungen vermuten lassen. 

Die Nahrstoffe scheint der Pilz weniger durch seine Haustorien (Arbuskel), die 
bald verdaut werden, aufzunehmen, als vielmehr durch die Membranen seiner 
Hyphen, die nach EnpricKerr (1937) dieselbe Micellarstruktur wie die Rinden- 
zellwande aufweisen und dadurch ein Diffundieren von Nahrlésungen ermoglichen 


‘ 
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sollen. Und vielleicht steht hiermit die Ausbildung schwacherer Membranen 
beim Innenmycel in Zusammenhang, worauf im naichsten Abschnitt noch zuriick- 
zukommen sein wird. 

b) Zur Okologie: Wie Tab. 1 (S. 292) zeigt und WINTER (1950b, 
1951a, 1952) gleichfalls fiir seine Gramineensymbionten erweisen konnte, 
kommt der Mycorrhizapilz entgegen der Annahme von FRANK (1885, 
1888, 1891), ScuricHr (1888, 1889) und Srant (1900) auf fast allen 
Béden vor. Aber gerade auf moorigen Standorten mit einem fiir Kultur- 
land relativ hohen Humusgehalt, in dem nach ScHLIcHT (1889) stets 
Mycorrhizapilze vorhanden sein sollen, fehlten Mycorrhizen ganz oder 
traten nur schwach auf, waihrend sie auf Sandbéden i. a. stark ent- 
wickelt sind (vgl. die unsterilen Syntheseversuche 8. 308). 

PEYRONEL (1924b, 1932, 1940) und Howarp (1948) dagegen glauben 
an eine Korrelation zwischen Humusgehalt und Mycorrhizabildung und 
Har.ey (1937), MaLAn (1938) und RayNER u. LevIsOHN (1941) an eine 
Beeinflussung durch Bodenbedingungen. Nun mégen sich die verschiede-_ 
nen Mycorrhizatypen von Fall zu Fall anders verhalten. Man wird aber 
den Eindruck nicht los, daB sich diese teilweise rein spekulative Be- 
tonung einer positiven Korrelation zwischen Humusgehalt und Ver- 
pilzung auf der von FRANK iibernommenen Theorie der Humusauf- 
schlieBung griindet. Durch die Untersuchungen von Haron (1934, 1936. 
1937), RouTrIEN u. Dawson (1943) und McComs u. GRIFFITH (1946) tiber 
die gesteigerte Salzaufnahme durch die Kiefernmycorrhiza und die alten 
Befunde von A. MOLLER (1902) und TusBEuF (1903) iiber die starke Aus- 
bildung der Kiefernmycorrhiza auf sandigen, extrem humusarmen Béden 
ist diese Theorie der HumusaufschlieBung aber laingst fragwiirdig ge- 
worden. Die Untersuchungen von WINTER (1950b, 195la, 1952) an 
Gramineen- und meine eigenen an Alliwm-Mycorrhizen bestitigen dies. 

Bei den Alliwm-Arten ist kein Einflu8 der Vorfrucht auf den Grad 
der Mycorrhizaausbildung festzustellen (vgl. S. 211). Wrv'rErR (1950, 1951) 
dagegen machte die Beobachtung, daB gerade das Aufeinanderfolgen von 
Wirtspflanzen innerhalb der Fruchtfolge (Weizen auf Weizen) ein stir- 
keres Auftreten der Mycorrhiza hervorruft. Bei den Alliwm-Arten, be-— 
sonders bei Porree, liBt sich diese Erscheinung wohl deshalb nicht be- 
merken, weil sie in den meisten Fiillen im Friihbeet gezogen werden und 
von dort den Mycorrhizapilz schon mitbringen. Dafiir wurde aber éfter 
an dicht am Wegrand (auf dem Vorgewende) stehenden Pflanzen eine 
stiirkere Verpilzung beobachtet als an solchen mitten im Acker. Nach— 
dem zuvor Gesagten wird angenommen, daf diese stiirkere Verpilzung 
auf die Unkriuter und Griiser des Wegrandes zuriickzufiihren ist, die 
wahrscheinlich als ,,Infektionstriger‘’ (WrvTER 1950b, 1951a) dienen, 
was auch PEYRONEL (1932) wohl glaubte, als er schrieb, da8 nur dann 
an Getreide Mycorrhizen gebildet werden, wenn es auf Wiesen- oder 
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Weidenumbruch gesit wird. Diese Ansicht wird auch noch durch 
M. Srauts (1949) Beobachtung bekriftigt, daB ihre »»Phycomyceten nur 
im Verbindung mit der lebenden Pflanze auswachsen“. 


Tabelle 5. Infektionsversuche bei Porreestimlingen in sterilisiertem Boden. 
ee cl ra eae Aa 
| Mycorrhizabildung 


Bodenarten | sterilisiert | steril. + 10% + 2 verpilzte | unbehandelter 
| (90’ bei 2,5 at) | unsteril. Boden | junge Porreepfl. | Boden 

| 
} 
| 


| | | 


a) Gartenerde | 
| | 


i 


b) lehmiger | | 
Sandboden _ | Ls | 44 arte: 


Die Tépfe dieser Versuchsreihen hatten eine Héhe von 10 em und einen Rand- 
durchmesser von 11 cm. In jedem Topf wurden 8 Samen ausgelegt, deren Keim- 
fahigkeit bei 90°% lag. 


An Hand eigener Versuche (siehe Tab. 5 und 6, S. 308) kann diese 

Beobachtung bestatigt werden. Hine Gegeniiberstellung beider Synthese- 
-versuche (Tab. 5b und 6b) zeigt, daB an jungen Porreepflanzen: 

1. 10% Mutterboden (1S), zu dem sterilisierten lehmigen Sandboden gegeben. 
nach 8 Wochen noch keine Infektion herbeigefiihrt haben; 2. in altem, ausgetrock- 
netem Mutterboden (1S) nach 8 Wochen erst die Infektion beginnt; 3. in frischem 
Mutterboden (1S) schon nach 8 Wochen eine gut ausgebildete Mycorrhiza 
vorhanden ist; 4. in sterilisiertem 1S zwei verpilzte Pflanzen innerhalb von 
8 Wochen ebenfalls eine gut ausgebildete Mycorrhiza hervorrufen; 5. in altem aus- 
getrocknetem Boden 10% frischer Mutterboden und eine verpilzte Pflanze eine 
starke Verpilzung veranlassen. 


Hiernach spielt bei der Ubertragung der Mycorrhiza das Uberwachsen 
des Pilzes von Pflanze zu Pflanze eine tiberragende Rolle. Eine Ent- 
wicklung des Pilzes im Boden scheint offensichtlich zu fehlen. Andern- 
falls hatten angesichts der Tatsache, daB 100% iger Mutterboden eine 
kraftige Verpilzung auslést, auch 10% Mutterboden schlieBlich eine ge- 
ringe Mycorrhizabildung veranlassen miissen. Immerhin zeigt aber die 
Verpilzung auf wurzelfreiem, 100% igem Mutterboden, da® der Pilz sich 
in irgendeiner Form im Boden ohne die Wurzeln eine gewisse Zeit lang 
zu halten vermag. Wahrscheinlich spielen die Vesikel, die man auch in 
abgestorbenen Wurzeln noch unverandert findet, hier als Dauerform 
eine wichtige Rolle. 

Von groBer Bedeutung fiir das Pilzwachstum ist, wie schon erwahnt, 
auch das Klima, was auch M. Srant (1949) vermutet. So konnte im 
Winter im Gewachshaus an in Lé&boden, lehmigem Sand und Quarz- 
sand gezogenen Porree- und Zwiebelpflanzen keine Mycorrhizabildung 
erzielt werden, obwohl ihnen Mycorrhizaerde, zerhackte verpilzte Wur- 
zeln und ganze Pflanzen von Porree zu verschiedenen Zeiten beigegeben 
wurden. Auch die Temperatur sank nicht unter 10°C ab, was nach 
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Jonus (1924) das Minimum fiir Zwiebeln sein soll. Dagegen wurden im 
Sommer bei Versuchen mit lehmigem Sand und Quarzsand unter sonst 
gleichen Bedingungen ohne Schwierigkeit gut ausgebildete Mycorrhizen 
hervorgebracht. 


3. Die Bedeutung der Wirtspflanze fiir den Wurzelpilz. 

Nachdem schon mehrfach gezeigt wurde, daB die hoéhere Pflanze fiir 
diesen Mycorrhizapilz von ausschlaggebender Bedeutung ist, sollen hier 
noch einmal alle Einfliisse der Wirtspflanze auf den Pilz kurz zusammen- 
gefaBt und erganzt werden. 

Schon die Morphologie dieser Mycorrhiza erlaubt einige Riickschliisse: 
Der Pilz breitet sich in den Intercellularen sehr stark aus. Im Durch- 
schnitt fiihren 2—3 Hyphen durch eine Intercellulare, und haufig sind 
bis zu 90% der Gesamtwurzelmasse verpilzt. Demgegeniiber finden sich 
aber bei den Allium-Arten nur 20—30 Eintrittsstellen des Pilzes je em 
Wurzeloberfliche. Sicherlich k6nnte durch diese hineinfiihrenden Hyphen 
eine gewisse Nahrstoffversorgung aus dem Boden erfolgen. Sie sind je- 
doch im Vergleich zur Gesamtmasse des Pilzes zu geringfiigig, um das 
Innenmycel auch nur zu einem fiihlbaren Bruchteil aus dem Boden 
, autotroph* zu versorgen. Auch ist das kraftige Innenmycel dank seiner 
im Verhaltnis zum AuBenmycel bedeutend gréBeren Oberfliche und 
feineren Membranen viel eher in der Lage, groBe Nahrstoffmengen zu 
adsorbieren. 

Eine starke Vesikelbildung, wie oben S. 300f. geschildert wurde, konnte 
bisher nur an Stellen einer seitens der Wirtspflanze starken Nahrstoff- 
konzentration beobachtet werden. Sie fand vorwiegend in der Wurzel- 
haarzone aber auch in abnorm verdickten Wurzelverzweigungen, die 
meist noch viele Haare trugen, statt. Alles deutet somit darauf hin, daB 
der Pilz in seiner Nahrstoffversorgung so gut wie ganz auf die héhere 
Pflanze angewiesen ist. Diese Abhiingigkeit des Pilzes von der Wirts- 
pflanze geht aber, wie schon betont, insbesondere noch aus den Syn- 
theseversuchen (Tab. 5 und 6) hervor. 


Ks ist nicht ausgeschlossen, da die allgemein zu beobachtende schlechtere Ent- 
wicklung der Nutzpflanzen auf dem Vorgewende infolge der nicht so intensiven 
Pflege einen HinfluB auf die Starke der Verpilzung haben kénnte. Ihr dadurch be- 
dingtes langsameres Wachstum und schwachere Entwicklung gestatten dem Pilz 
vielleicht ein leichteres Eindringen, wie auch REED u. FritMontr (1935) annehmen, 
und moglicherweise auch ein schnelleres und starkeres Durchwuchern der Wurzel, 
dessen Abhingigkeit vom Rhythmus des Wurzelwachstums Marcusn (1902) und 
JoNnES (1924) festgestellt haben. Dabei darf nicht iibersehen werden, wie auch 
WINTER (1950b, 1951a, 1952) fand und wir bestatigen konnten, da infolge der 
starken Bindung der Mycorrhizapilze an lebende Wurzeln die Infektionsgefahr am 
Feldrand entsprechend der starkeren Verunkrautung gréBer sein wird. 


Danach und bei der Schwierigkeit der Reinkultur dieses Pilzes sowie 
seiner Verbreitung auf den Bodenarten und -typen kann man nicht 
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anders folgern, als da es sich um einen streng obligaten Wurzelpilz 
handelt, der entweder nur endotroph oder in unmittelbarer Nahe der 
Wurzeln in Verbindung mit dem Innenmycel zu leben vermag. 


4. Die Bedeutung der Mycorrhiza fiir die Wirtspflanze. 


: Die nach den morphologischen Befunden fast vollstandige Ernahrung 
des Pilzes durch die Wirtspflanze weist schon darauf hin, daf sich die 
Mycorrhiza fiir die hohere Pflanze kaum zum Vorteil auswirken kann, 
es sei denn, von Seiten des Pilzes wiirde ein Aquivalent in Form von 
N-Bindung oder Wirkstoffausscheidung geliefert. 


_ Hs lag nahe, die Bedeutung des Wurzelpilzes fiir die Nahrstoffaufnahme nach 
EnpricKketr (1937) durch die Einwanderung von Farbstoffen zu tiberpriifen. Sieben 
Monate alte Porreepflanzen mit méglichst unverletzten Wurzeln wurden in Neutral- 
Tot (He-, %4-, %4%ig), Anilinblau (14-, ¥4-, 1%ig), Kongorot (Ye, Y%-, 4% ig), 
Eosin (14-, %-, 1% ig), Safranin (1/,-, %4-, 44%ig) und Methylenblau (%-, 1-, 2% ig) 
gestellt und die Einwanderung der Farbstoffe an Querschnitten zu beobachten 
-versucht. 
_ Unabhangig von der Frage, ob dabei die Zellen geschadigt werden (eine Stoff- 
einwanderung somit unter Umstinden erzwungen wiirde) oder nicht, wollen wir 
nur klarzustellen versuchen, ob die verpilzten Wurzelteile die Farbstoffe besser ein- 
‘treten lassen als die pilzfreien Wurzeln. In jedem Fall wird ein etwaiger Unter- 
‘schied in der Stoffwanderung wohl mit der Verpilzung in Zusammenhang zu 
bringen sein. 

Die Ergebnisse lassen sich dahingehend zusammenfassen, daf dort, wo Hyphen 
‘vereinzelt die Epidermis durchdringen, in den Hyphen selbst und in ihren Wirts- 
zellen hiufig eine starkere Anfarbung festzustellen ist. Das gilt besonders fiir Ein- 
trittsstellen von Hyphen in alteren, nicht mehr aufnahmefahigen Wurzelteilen. 


Ein klares Bild iiber den Einflu8 des Endophyten auf die Wirtspflanze 
aber geben Syntheseversuche (Tab. 6, Abb. 12) in natiirlichen Boden. 
Wir haben oben gezeigt, daB eine Reinkultur des Pilzes und eine Syn- 
these der Mycorrhiza in Sterilkulturen nicht méglich ist. Auch be- 
stehen nach den Untersuchungen von WINTER u. Vv. RUMKER (1950) 
grundsatzliche Bedenken gegeniiber den Ergebnissen solcher Versuche, 
weil die Ausschaltung der Bodenflora keinerlei Riickschliisse auf die Be- 
‘deutung der Symbiose in natiirlichen Boden erlaubt. Aus diesen beiden 
Griinden wurde versucht, eine Synthese von Pilz und Pflanze in natur- 
lichen Béden herbeizufihren. 


~ Wir benutzten dazu nichtsterilisierten, reinen Quarzsand bzw. ausgetrockneten, 
eichten, lehmigen Sandboden, von denen anzunehmen war, daB sie nicht oder 
‘kaum infektionsfahige Keime des Mycorrhizapilzes enthielten. Sie wurden entweder 
‘in unverandertem Zustand oder nach Zugabe von 10% frischen Mutterbodens 
‘(lehmiger Sandboden, auf dem vorher Porree stand) und einer stark verpilzten 
Porreepflanze (vom gleichen lehmigen Sandboden) mit Porreesamen best. Auf 
‘diesem Wege muBte es méglich sein, den Wuchs verpilzter und pilzfreier Pflanzen 
zu vergleichen; denn es war in reinem Quarz und in dem ausgetrockneten Sand- 
boden keine bzw. nur eine sehr schwache Mycorrhizabildung zu erwarten (vgl. 
‘Tab. 5), wahrend nach friiheren Erfahrungen (vgl. Tab. 5) nicht die hinzugefiigten 
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10% Porreerde, sondern nur die verpilzten Pflanzen eine Infektion herbeifiih 

Von einer Zugabe der 10%, Muttererde zu sterilisiertem Boden zur Kontrolle 

abgesehen, da durch die Sterilisation ein starker Nahrstoffaufschlu8 erfolgen 
aber den Wuchs anderweitig beeinflussende Stoffe gebildet werden konnten (vgl. 
Winter 1942). Selbstverstandlich hatten auf diese Weise die Pflanzen mit de 
Zugabe von 10% Mutterboden zum Quarzsand erhebliche Vorteile durch die Nahr, 
stoffzufuhr. Wir rechneten aber mit einer starken Schaidigung der Pflanzen d 
die Mycorrhizapilze, zumal mit Bedacht ein nahrstoffarmes Medium gewahlt 
um die Wirkung des Nahrstoffverbrauchs durch die Pilze deutlicher hervortreter 
zu lassen. Diese Versuchsanordnung hatte den Vorteil, daB eine Schwachung de: 
Pflanze durch die Mycorrhiza gegeniiber den auf dem nahrstofffreien Quarzsane 


gewachsenen, unverpilzten Kontrollen doppelt ins Gewicht fallen muBte. : 
- 


Tabelle 6. Syntheseversuche in unsterilisierten Boden. Angaben iiber das Wachstun 


von 8 Wochen alten infizierten und nicht infizierten Porreep{linzchen. i 
i a) reiner Quarzsand b) lehmiger Sandboden 
+ 10% Mutter- + 10% Mutter-| , 
boden und eine unbe- boden und eine unbe- 
+++ Porree- handelt +++ Porree- handelt 
pflanze pflanze 
Mvcorrhiza «9 =p cm anak eee | +t Rtg +++ | (+) 
cm cm / cm | cm 
GroBe der Pflanzen... . . | $.3 eed | 6,2 }eolge 
EinzelmaBe aller Pflanzchen . 12,0 Preiser 10,7 / 11,0. 
11,0 top ALD ST 10,4 11,0 
| 10,5 | 12,5 9,4 9,7 
| 10,0 hvanatl 234. | 9,0 9,0 
9,5 12,4 8,8 8,7 
8,0 Lae 8,5 7,6 
Ti 11,6 7,6 7,19 
Pee AP BS 6,6 7,0° 
7,5 Ni1d33 5,8 6,8 
Uti tial O 3,3. (4 see 
fe ee KO 2.0 | 4,2— 
TR hay i 1,8 2,0 
6,5 9,3 1,3 19° 
6,5 9,0 B, 
| 61 | 8,6 


(-+) = sehr schwache Infektion im Anfangsstadium. 


Die Tépfe waren 12 cm hoch und 13 cm im Durchmesser. In jeden Topf wurder 
20 Samen gelegt, die zu 70—80% keimten. 


Wie erwartet trat in den infizierten Tépfen eine Verpilzung ein, wah 
rend sie in dem reinen Quarzsand unterblieb und in dem abgelagerter 
und ausgetrockneten Sandboden ganz vereinzelt begann. In dem prak 
tisch nihrstofffreien Quarzsand liegt die DurchschnittsgréBe der unver. 
pilzten Pflanzen um 3,1 cm héher als bei den verpilzten (siche Abb. 12) 
Bei den nur schwach und den stark verpilzten Exemplaren auf lehmigen 
Sandboden ist dagegen nur ein geringer Unterschied von 0,8 em vor 
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handen, eine Erscheinung, die auch mit der ganz minimalen Differenz 
zwischen pilzfreien und infizierten Pflanzen in der sterilisierten Erde des 
_Versuchs in Tab. 6 tibereinstimmt. Auferdem hatten die mycorrhizen- 
tragenden Pflanzen beider Versuche gegeniiber den pilzfreien ein deut- 
lich blasseres Aussehen. 


Beriticksichtigen wir nunmehr, daB im Versuch a den verpilzten Pflan- 
zen dank der Zufiihrung von 10% nihrstoffhaltiger, frischer Erde zum 
Quarzsand viel bessere Wachstumsbedingungen geboten wurden als den 
_unverpilzten in Quarzsand ohne Zusatz, so ist das schlechte Wachstum 
dieser verpilzten Porreepflanzen ein eindeutiges Zeichen dafiir, da die 
_ Mycorrhizabildung die Wirtspflanze 
durch Nahrungsentzug stark scha- 
digt. Damit steht die schwachere 
Schaidigung der infizierten Pflanzen 
in dem alten Sandboden durchaus 
‘in Ubereinstimmung. Eine stirkere 
 Schiidigung durch den Mycorrhiza- 
pilz unterblieb, weil der grdBere 
Nahrstoffvorrat dieses Bodens den 
Nahrstoffentzug durch den Endo- 
phyten zum Teil verdeckte, und 
tiberdies auch in der Kontrolle leichte Abb. 12. Syntheseversuch in reinem Quarz- 
Verpilzung stattfand. Die Schaidi- sand. Links im Bild der Topt mit den infi- 
: ; zierten Porreepflanzen. Die alte, verpilzte 
gung durch den Pilz macht sich also Pflanze ist nach vorne heruntergebogen. 
um so stirker bemerkbar, je geringer —_Reehts_ der, Fopt a oer ane 
der Nahrstoffvorrat des Bodens ist, 
eine Tatsache, die in elementarem Gegensatz zu der bei der ektotrophen 
Mycorrhiza der Kiefer geltenden Korrelation steht: Je armer der Boden, 
desto deutlicher die entwicklungsférdernde Wirkung der Mycorrhiza. 


Wir diirfen also damit rechnen, da8 auch unter natiirlichen Verhaltnissen die 
Schadigung durch den Pilz um so deutlicher hervortritt, je schlechter der Landwirt 
wirtschaftet. Das betrifft einmal eine starkere Verunkrautung und eine ungeeignete 
Fruchtfolge, die eine Verseuchung des Bodens mit dem Pilz begiinstigen, und zum 
andern eine mangelhafte Diingung sowie andere ungentigende Wachstumsbedin- 
gungen, die eine Schwachung der Pflanzen verursachen. 


Nach Scuticur (1889) weisen die endotrophen Mycorrhizen seiner 
krautigen Gewachse im Vergleich zu pilzfreien Wurzeln keinen Unter- 
schied auf. Demgegeniiber wurden an Porree — zum erstenmal im Friih- 
jahr — auf dem lehmigen Sandboden, von dem auch die Erde fiir die 
Topfversuche stammte, abnorm verdickte Wurzelverzweigungen in etwa 
20 em Entfernung von der Basis gefunden, die aber spater, auch auf 
dem gleichen Feld und Boden, niemals mehr beobachtet werden konnten. 
Als jedoch die Syntheseversuche Anfang September abgebrochen, die 


i 92 
Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 18. 21 


310 E. SIEVERS: 


Porreepflainzchen aus ihren Tépfen herausgehoben und in Wasser von 
der Erde befreit wurden, zeigten die verpilzten Pflanzen aus dem sterili- 
sierten wie aus dem unsterilen alten Sandboden dieselben, wenn 
auch nur schwach verdickten Verzweigungen an ihren Wurzeln. Die 
mikroskopische Untersuchung von Langsschnitten aus diesen ange- 
schwollenen Wurzelteilen ergab im ersten Fall (siehe 8. 301), daB diese 
Partien mit Vesikeln vollgepfropft waren, wahrend sich in den Prapa- 
raten von den Versuchspflanzen aus den Tépfen ebenfalls zahlreiche 
Vesikel befanden, aber langst nicht in so groBer Zahl. Daneben lieben 
letztere aber eine sehr starke Arbuskelbildung erkennen. 


AuBerlich unterschieden sich die Wurzeln der verpilzten und zuriick- 
gebliebenen Pflanzen auch durch ihr schwach braunlich-gelbliches und 
das etwas verkiimmerte und verknorpelte Aussehen. AuBerdem sterben 
diese Wurzeln friiher ab als pilzfreie (vgl. BERKELEY [1936]). Sie hatten 
aber nicht die charakteristisch gelbe Farbe, die einige Wurzeln verschie- 
dener Solanaceen schon makroskopisch als Mycorrhizen erkennen lieB, 
was auch JoNnES (1924) fiir Leguminosen beschreibt (vgl. 8S. 315). 


Alle diese anomalen Veranderungen, die doch offensichtlich durch die 
Infektion mit dem Mycorrhizapilz — denn eine andere war nicht zu er- 
kennen — hervorgerufen sind, zeigen, daB aus dem toleranten Para- 
sitismus bei kraftigen Pflanzen ein schwach intoleranter Parasitis- 
mus des Pilzes bei nicht so gut entwickelten Pflanzen werden kann. So 
kénnte das schlechtere Wachstum mancher Kulturpflanzen! auf dem 
Vorgewende, was in der Regel mit einer stirkeren Infektion verbunden 
ist, AnlaB zu einer weiteren Schwiichung durch den Pilz geben. 


DaB es sich hier bei dem Eindringen des Pilzes in die Wurzel letzten 
Endes — wie auch bei den Eusymbiosen — um Parasitismus handelt, 
dafiir spricht auch die aktive Gegenwehr der Pflanze gegen den pilz- 
lichen Angriff. Sie setzt zuerst mit dem Versuch ein, den Pilz durch eine 
Cellulosekappe (siehe Abb. 2a) abzuriegeln, hat aber erst, wenn auch 
nur teilweise, mit der Verdauung der Arbuskel Erfolg. 


AbschlieSend kann also itber die Mycorrhiza der Gattung Allium ge- 
sagt werden, da® sie sich keinesfalls zum Nutzen fiir die Wirtspflanze 
auswirkt, und da der Pilz ein obligater Wurzelparasit ist, der die 
Pflanze, die ohne Mycorrhizen besser gedeiht, je nach ihrer Konstitution 
mehr oder weniger schadigt. 

Als praktische Folgerung ergibt sich hieraus, daB diese Pflanzen eine gute Pflege 


und Diingung benédtigen, um nicht durch den Nahrstoffentzug seitens des Pilzes zu 
sehr zu leiden. 


" Bei den feldmaBig angebauten Alliwm-Arten tritt der ,,schlechte Stand‘ wahr- 
scheinlich nicht so in Erscheinung, weil sie beim Auspflanzen sortiert werden und 
alle mehr oder weniger stark infiziert sind. 
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Zu Il. Morphologie und Bedeutung der 
Solanum-Mycorrhiza. 


1. Zur Morphologie des Mycorrhizapilzes. 


Wie die Alliwm-Mycorrhiza so gehért auch die Mycorrhiza der Solana- 
ceen zu dem phycomycetoiden Typ mit Arbuskeln und Vesikeln. Von 
einer getrennten Darstellung der einzelnen Arten kann hier gleichfalls 
abgesehen werden, da sich keine wesent- 
lichen Unterschiede ergeben haben. 

Auch die Solanum-Mycorrhiza wird 
durch einen unregelmafig septierten Pilz 
(siehe Abb. 13) hervorgerufen. Wahrend 
am AuBenmycel den Haupthyphen Quer- 
winde fehlten, konnten an Seitenhyphen 
vereinzelt Septen festgestellt werden, Da- 
nach k6nnte auch innerhalb der Wurzel 
derselbe Pilz unseptierte und septierte 
Hyphen bilden, wie das schon wiederholt 
beobachtet wurde (vgl. WinTER 1950b). 
Man kann daher nicht wie PEYRONEL und 
andere septierte und unseptierte Hyphen 
in den Wurzeln ohne weiteres verschiede- 
nen Pilzen zuordnen (siehe 8. 296). 

Die Ahnlichkeit der Alliwm- und Solanum- 
Mycorrhizapilze in ihrem auferen Habitus 
14Bt vermuten, daB es sich um denselben Pilz 
handelt, wie es Jonzs (1924) fiir seine Legu- 
minosen- und Zwiebelpilze und CosTantTIN, 
Macrov, Bovucrr u. JaupEL (1934) fiir ihre 
Kartoffelpilze angeben. DaB die Endophyten 4p}. 13. Aufsicht aut die Wurzel- 
anderer, sogar auch monokotyler Familien, mit — oberfliiche von Physalis Alkekengi. 
der Kartoffel eine Symbiose eingehen, konnten Typische Hyphe des Endophyten 
Cosrantin u. Macrovu (1935) und Maarov, a co een eee caante 
Dovennz u. SucreTatn (1943) zeigen. Dies abgebrochen ist. Vergr. 312fach. 
lieBen auch die Versuche mit den Alliwm-Arten 
und den Kartoffeln (vgl. Tab. 1, c und 3, B) auf einer mit Gramineen, Legumino- 
sen, Potentilla und Callwna bewachsenen Kiefernrodung bzw. am Waldrand erken- 
nen. Hier waren ihre Wurzeln in der gleichen typischen, auch sonst beobachteten 
Art stark verpilzt, ohne daB dort vorher andere Liliaceae oder Solanaceae gestan- 
den hatten. 

Der Infektionsmodus dieses Pilzes unterscheidet sich nicht, wie Abb. 13 
erkennen lat, von der des Alliwmpilzes. Auch hier bilden die Hyphen 
auf der Wurzeloberflache Appressorien von recht verschiedener Gestalt. 
Dabei gehen von einer auf der Wurzeloberfliche entlangkriechenden 


Hyphe meist mehrere Seitenhyphen aus, die oft dicht beieinander in die 


Wurzel eindringen. 
3 21* 


| 
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Wie Abb. 13 zeigt, ist der Durchmesser der AuBenhyphen betrachtlich 
kleiner als der der Innenhyphen. Wahrend aber der Pilz bei Alliwm die 
Epidermis meist schnell durchwachst und sich erst in einer anliegenden 
Kurzzelle von mehreren Windungen aus verzweigt, bildet der Solanum- 
Pilz schon in der Eintrittszelle wie auch in den benachbarten Zellen 
zahlreiche Windungen und Abzweigungen (siehe Abb. 15). 


Abb. 14. Abgeschlossene Verdauung ‘aus einem Quetschpriparat von Physalis Alkekengi. 
Vergr. 625fach. 


Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal gegeniiber der Alliwm-Mycorrhiza 
ist, mit GaLLAuD (1905) gesprochen, der Typ dieser Mycorrhiza. Wahrend die 
Allium-Arten mit ihrer inter- und intracellularen Verpilzung dem Arum (macula- 
tum)-Typ angehéren, sind die Solanaceae mit ihrer rein intrazellularen Verpilzung: 
zu dem Paris (quadrifolia)-Typ zu zaihlen. Es waren also keine ,geradlinigen, inter- 


Abb. 15. Quetschpriiparat einer Kartoffelwurzel mit Infektionsstelle, Verbreitungshyphen, Vesikeln 
und Arbuskeln. Vergr. 312fach. 


cellularen Hyphen, deren Seitenzweige in die Zellen eindringen und Arbuskel 
bilden‘, wie Cosrantin u. MaGrov (1935) und Macrov, DoucuEz u. SeGRETAIN 
(1943) schreiben, zu erkennen. 

Entsprechend dieser intracellularen Verbreitung des Pilzes in der Wur- 
zel ist schon das oberflichlich betrachtete Bild dieser Solanum-Mycor- 
rhiza ein ganz anderes als das der Alliwm-Mycorrhiza. Wenn bei letzterer 
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der Pilz die Méglichkeit hatte, sich in den Intercellularen durch die ganze 
Wurzel zu verbreiten, so ist hier das Innenmycel stindig der Verdauung 
der Wirtspflanze ausgesetzt. Das wird auch der Grund dafiir sein, daB 
auch bei sehr stark verpilzten Solanwm-Wurzeln die Verpilzung wie ab- 
geschnitten aufhéren kann. 

Die Eintrittsstellen des Pilzes sind etwas zahlreicher als bei den ent- 
sprechenden Wurzeln der Liliaceen, so da man je cm stark verpilzter 
Wurzeln mit 30—40 Infektionshyphen 
rechnen kann. 


Weil sich der Pilz also nur intracellu- () 
lar verbreitet, sind in den Rindenzellen ‘I f 
neben den Arbuskeln fast immer auch | | 
Verbreitungshyphen anzutreffen (siehe Lexa | = 


zellen statt, und zwar zuerst in den in- Aver 
nersten, an die Endodermis angrenzen- | ( 
den Zellen. 


au \ 
Wenn dagegen CosTanTIN u. MaGrou 


Abb. 15), die der Verdauung am langsten isi] | 7 
widerstehen. Die Arbuskelbildung findet ( | | 
wie auch sonst nur in den Parenchym- O ie) 


(1935b) von einer ,versteckt‘ oder nur in 
Form von infizierten AuBenzellschichten‘ vor- 
handenen Mycorrhiza sprechen, so liegt hier, () 
nach eigenen Beobachtungen zu urteilen, die 
Vermutung nahe, daB es sich dabei um In- 


fektionen durch schwache Parasiten — die — 
also keine Mycorrhizen hervorbringen konnen 
— oder aber um andere Mycorrhizapilze 17 4 | 
handelt. ii a 

Feine Verzweigungen konnten bei ; 

den Arbuskeln nicht beobachtet werden. 

Das riihrt vielleicht auch daher, daf fo ¥ 

diese Zellen, im Gegensatz zu den ent- 

sprechenden Zellen bei Allium, mit der Abb. 16. Aufsicht auf Kartoffelwurzel mit 
Arbuskelmasse ziemlich dicht vollge- starker Vesikelanhaufung. Vergr. 103 fach. 
stopft sind. Aus diesem Grunde be- 

kommt man auch den Zellkern auBerst selten zu Gesicht: er ist voll- 
kommen in den Arbuskeln eingebettet und allem Anschein nach von 
normaler GroBe. 

Die an den feinen Verzweigungen beginnende Sporangiolenbildung tritt 
teilweise noch in Abb. 14 hervor, die eine vollendete Sporangiolenbildung 
zeigt, bei der auch die staérkeren Hyphen schon etwas kollabiert sind. 

Khnlich der Alliwm-Mycorrhiza sind auch hier Vesikel nicht selten. 
Nach dem Typ dieser Mycorrhiza werden sie natiirlich nur in den Zellen 
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gebildet, und zwar in allen Zellen der Rinde. Wie die Abb. 15 veran- 
schaulicht und auch DemErer (1923) schreibt, entstehen die Vesikel hier 
oft als ,,erste Organe‘‘. Daf dies jedoch nicht die Regel ist, zeigt Abb. 16, 
wenn auch eine derartig starke Vesikelanhaiufung bei den Solanaceen nur 
in diesem einen Fall angetroffen wurde. Ein Vergleich der Vesikelbildung 
bei Solanum und Allium zeigt, daB die intracellularen Vesikel der Solana- 
ceenwurzeln im Durchschnitt nicht nur betrachtlich kleiner sind als die 
intercellularen Vesikel der Alliwm-Wurzeln, sondern im allgemeinen 
auch etwas seltener vorkommen als bei letzteren. 


2. Zur Bedeutung der Kartoffelmycorrhiza. 


Uber die Bedeutung der Mycorrhiza bei der Kartoffel sind, wie schah 
bemerkt, so widerspruchsvolle Angaben gemacht worden, da8 man sich 
daraus kaum ein klares Bild machen kann. Darum soll hier versucht 
werden, vor allem auf Grund eigener Beobachtungen unter Diskussion 
der vorliegenden Befunde zu einem Urteil zu kommen. 

Schon die kraftigen und zahlreichen intracellularen Hyphen zeigen bei. 
einem Vergleich mit dem schmalhyphigen und sparlich entwickelten 
AuBenmycel (Abb. 13), daB der Pilz in der Wurzel bedeutend bessere 
Lebensbedingungen findet als auBerhalb. Allein schon hieraus, aber auch 
aus der Tatsache, daB die Vesikel oft als ,,erste Organe“‘ (vgl. Abb. 15) 
gebildet werden, darf man schlieBen, da der Pilz sofort nach seinem 
Eindringen in eine Wurzelzelle seinem Wirt Nahrstoffe entzieht. Ins- 
besondere aber geht doch wiederum aus der schwachen Verbindung 
zwischen dem stark entwickelten Innenmycel und dem nur kiimmer- 
lichen AuSenmycel hervor, da der Endophyt die notwendigen Nahr- 
stoffe aus den Wurzelzellen entnimmt. Bei der Alliwm-Mycorrhiza konnte 
man noch darauf hinweisen (siehe 8. 307), daB durch die starke Ver- 
pilzung der wurzelhaarfreien, iilteren Teile vielleicht eine schwache, zu- 
sitzliche Nahrungsaufnahme aus dem Boden méglich sei, die allerdings 
auch dort keinen Nutzen fiir die Pflanze bedeuten kann, da der Pilz ein 
Mehrfaches der so zugefiihrten Nahrungsstoffe selbst beansprucht. Hier 
faillt aber auch dieses Argument der Nihrstoffversorgung der Wirts- 
pflanze durch den Pilz weg, da bei der Kartoffel in der Regel nur die 
jiingsten, also noch voll aufnahmefihigen Haarwurzeln infiziert sind. 

Ist schon die Ubertragung organischer Stickstoffverbindungen aus 
dem Boden mit Hilfe des Symbionten angesichts der wenigen Kommuni- 
kationshyphen zwischen dem Innen- und AuBenmycel sehr unwahr- 
scheinlich, so ist die Bedeutung einer solehen Funktion der Mycorrhiza 
vollends fraglich, seit Win'rrr (1951), c) nachweisen konnte, daB anti- 
biotische Substanzen mit so hohem Molekulargewicht wie das Penicillin 
und das Streptomyzin aus dem Boden durch die Wurzeln den Weg in 
die Blatter finden. 
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Ferner mufS§ man die gelben Verfirbungen stark infizierter Wurzeln 
(siehe 8.310) beachten, die auch von Macrovu, BouGET u. SEGRETAIN 
(1943) bemerkt und deren Zellen, wie schon BmRNaRD (1911) erkannt 
hat, mit ,, Degenerationskorpern“ angefiillt sind, aber auch noch unver- 
sehrte Hyphen enthalten. Ob diese Gelbfiirbung jedoch als Anzeichen 
eines friiheren Absterbens gewertet werden kann, erscheint noch fraglich. 

Aus alledem 148t sich nur fiir den Pilz ein Nutzen entnehmen, waihrend 


die Pflanze trotz den nicht ganz so seltenen Hypheneintrittsstellen und 


der dadurch geforderten Nahrstoffadsorption auf diesem Wege niemals 
das wiedererlangt, was der Pilz ihr genommen hat. Ohne diese morpho- 
logischen Voraussetzungen der Mycorrhiza zu beriicksichtigen, glauben 
Macrovu, Boucer u. SEGRETAIN (1943), daB der Endophyt als Stick- 


_stoffiibertriger wirkt, und Macrov (1944) behauptet, dab auSerdem 


Tabelle 7. Vorkommen der Mycorrhiza und Hrtrag bei verschiedenen Kartoffelsorten* 


aut folgenden Biden: A. auf LéBboden, ungediingter Feldrand (Vorfrucht: Feldsalat) ; 


B. auf schwach lehmigem Sand, ungediingter Feldrand (Vorfrucht: Porree); C. auf 


_kriuterreichem Kiefernwaldboden (sandiger Lehm) mit 5 cm Rohhumusauflage 


(Kahlschlag mit normalen Belichtungsverhdltnissen). 


yee Ie 2 Ertrag umgerechnet auf 
oalpahy Nerpilanne sbet Kartoffeln mittlerer GréBe* 
orte 

A B C A | B € 

Ackersegen. . . . = Pe 4 5 5 
PNOMES Mc uke cee: 4 shes suas 5 3 4 
PLD Ae sy ect; a= + (P) + 5 4 2 
PAULA Sees calla. 4 es Sa 8 8 5 
iia a ae = = Praga 9 9 2 
Wanella gs Ge em ns ae pi (4+)5 7 7 abe; 
rdgold oo). : + mae 6 1 3 
3 LNba. .: oo fe 5 8 5 

50 =Nbs 3: — ns sue 6 iB ) 
REV Aiea we ae a, = qe =F et 10 12 6 
IGid.olAs res a eae 4 4 1 
WE YageyG 5 ot Wonene ec ap a a 2 5 4 
Mercure 1.0. «1 A> 4h a eferareni 9 4 6 
Mittelfrtihe. ... se EE Aeris | 6 6 5) 
Mstboters =<... « == sige dude 3 4 4 
1B TunSfer 1 ipeiet A all 4p de og 7 4 4 
Robusta. ... . — = ++ 10° 10 7 
Sou Oia, at Mea ameee ee sae Bi sp Ep, 8 2 9 
Speisegold... . sae af ase 3 4 3 
OMA Soy cin ca US. cele ++ sk + 3 2 6 


1 Herrn Dr. ScHREINER, der mir diese Sorten zur Verftigung stellte, sei an dieser 
Stelle vielmals gedankt. 

2 Die Sorten ohne Angaben stammen von Hochzuchtpflanzgut. 

3 Mittlere GréBe mit einem Durchschnittsgewicht von 25 g. 


4 Auf anderem Lé8boden verpilzt (++). 
5 Hier waren die Stauden umgewihlt und die Knollen nicht mehr vorhanden. 
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durch ihn die Mineralsalzernéhrung, besonders die Kaliumaufnahme, 
wesentlich unterstiitzt wird. 

Jedoch soll die eigentliche Bedeutung der Mycorrhiza fiir die Kartoffel — den: 
franzésischen Forschern zufolge — auf einem anderen Gebiet liegen. Auf Grund: 
ihrer Beobachtungen némlich nehmen mit BreRNarD (1900, 1901, 1902, 1911) 
Maarov und seine Mitarbeiter (1914, 1921, 1943, 1944, 1945) und Fron u. 
Maaerovu (1940) an, daB auf ungediingten Natur- und Gebirgsbéden die Mycor-: 
rhizen zur Knollenbildung notwendig sind. Dagegen konnten JuUMELLE (1905) 
und Castan (1941) keinen EinfluB des Endophyten auf die Knollenbildung fest-. 
stellen. 

Um nun diese sich widersprechenden Angaben nachzupriifen, wurde der in 
Tab. 7 wiedergegebene Bodenarten- und Sortenversuch angelegt. Es wurden hierbei 
in jedes Versuchsfeld von jeder Sorte 3 mittlere bis groBe Knollen im Abstand von | 
40 cm bei einem Zwischenraum zwischen den einzelnen Sorten von 60 cm gesetzt. 
Alle 3 Boden wurden gleichmaBig bearbeitet. 

Die Ergebnisse der je 3 getrennt untersuchten Pflanzen stimmten gut 
tiberein, d. h. also, daB entweder alle Pflanzen einer Sorte verpilzt oder 
mycorrhizafrei waren. 

An Hand dieser Tabelle laBt sich die allgemeine Tendenz beobachten, 
dafs Wurzelverpilzung und Ertrag sich umgekehrt proportional zuein- 
ander verhalten. Das wird besonders an den drei Gesamtdurchschnitts- 
ertragen deutlich: 


Auf A B C 
6,0 5,9 3,8 mittlere Kartoffeln je Staude. 


Hier muB selbstverstindlich der Einwand erhoben werden, daB auf Kulturbéden 
der Ertrag groBer sein muf als auf einem gerodeten, vor der Bepflanzung krauter- 
reichen Waldboden, auch wenn auf dem L6&boden (A) wie auf dem Sandboden (B) 
Feldrander ausgewahlt wurden, die seit lingerem nicht mehr gediingt und seit 
3 Jahren nicht mehr bestellt waren. Man kann also nicht folgern, daB nur der Pilz 
diesen Minderertrag bei C verursacht habe. Jedenfalls aber zeigt sich, daB bei einer 
starken Verpilzung kein Mehrertrag zu verzeichnen ist. 

Der Endophyt ist also zur Knollenbildung nicht erforderlich. Den 
gleichen Schlu& ziehen auch Morirarp (1915) und Castan (1941) aus 
ihren Beobachtungen. Diese Auffassung bestiitigen weiterhin die Unter- 
suchungen an den Wildkartoffeln (Tab. 2). Bei ihnen bildeten die beiden 
stiirker verpilzten Arten, Sol. demisswm und Sol. verrucosum, trotz ihren 
Mycorrhizen keine Knollen, obwohl sie auBerdem in einem gut kulti- 
vierten Boden standen. Das ist deshalb besonders bemerkenswert, weil 
nach den franzésischen Autoren (Costantin, Macrovu u., Mitarb.) allein 
in Kulturbéden Mycorrhizen nicht zur Knollenbildung notig sein sollen. 
Umgekehrt fanden sich bei mycorrhizafreien Arten (Sol. acaule, Sol. 
goniocalyx u. a.) Knollen, die bei Sol. andigenum sogar recht gro waren. 

Weiter wurde beobachtet, daB stark verpilzte Kartoffelstauden ein krankliches, 
chlorotisches Aussehen zeigten, wiihrend sie keine parasitische Pilzinfektion oder 
Symptome einer Virose erkennen lieBen. Bei der Untersuchung der Wurzeln wurde 
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im Gegensatz zu den tibrigen Kartoffelmycorrhizen keine Sporangiolenbildung (als 
Zeichen einer Verdauung), sondern nur unversehrte Arbuskel und einige Vesikel 
bemerkt. Es scheint also, daB hier aus einem ,kontrollierten parasitischen Angriff‘, 
wie Buraxs (1936) sich ausdriickt, fast eine Dyssymbiose ,ohne mutualistische 
Anzeichen‘ geworden ist. Wir kénnen daher den Angaben von Maarov (1944) nur 
mit groBer Skepsis gegeniibertreten, daB schlecht gedeihende Pflanzen mit einer 
zu groBen Resistenz und einer dadurch verursachten radikalen Verdauung die 
Symbiose und damit die Stickstoffzufuhr unterbunden haben. 

SchlieBlich soll noch eine Theorie von Costantin (1935) erwihnt werden, die 
besagt, daB Pflanzen, die man ,neuartigen Lebensbedingungen unterworfen hat‘ 
(er brachte sie als Samen von den Alpen in ein Pyreniental), dank des symbio- 
tischen Pilzes und der durch ihn veranlaBten Mycorrhiza jene ,,rusticité‘‘ erlangen, 
,;welche sich gewoéhnlich (in Kultur mit Knollen) nur langsam entwickelt*. Jedoch 
scheint CostanTIN dabei zu iibersehen, daB aus Samen hervorgehende Kartoffeln 
sehr stark variieren. Seine Theorie der durch die Mycorrhiza den Wirtspflanzen 


, 


verlichenen ,,rusticité‘ ist dadurch jedenfalls fiir die Kartoffel ad absurdum gefiihrt. 


3. Zur Wirkung der Mycorrhiza auf die Krankheitsresistenz. 


Es kann nicht iiberraschen, da die Bedeutung der Mycorrhiza fiir die 
Widerstandsfihigkeit der Pflanzen gegen Krankheiten wiederholt er- 
értert worden ist. Ist es doch sehr wohl denkbar, dai die Mycelmasse 
in der Wurzel eindringende Parasiten unmittelbar oder tiber die Wirts- 
zelle giinstig oder ungiinstig beeinfluBt. 


In neverer Zeit hat insbesondere HowarD (1948) dieses Problem — wie einleitend 
erwahnt — wieder aufgegriffen. Er propagiert eine allgemeine Sanierung unserer 
Kulturpflanzen durch die Mycorrhiza, ohne jedoch durch eigene Versuche seine 
Behauptung nachgepriift zu haben. Nach den Angaben von Costantin (1924, 
1933, 1935) und CosrantTrIn u. Macrov (1935) soll der Endophyt z. B. angeblich 
in den Wurzeln mosaikkranker Kartoffeln nur schwach entwickelt sein, wahrend 
umgekehrt eine gut entwickelte Mycorrhiza die Resistenz gegen Virosen und 
sonstige schadigende Hinfliisse erhéhen soll. Dieser Auffassung hat sich auch K. 
Rreeer (1950) angeschlossen, indem er das behauptete geringe Auftreten der Kar- 
toffelabbauerscheinungen auf Moorboden mit dem dort angeblich stairkeren Auf- 
treten der Mycorrhizen in Zusammenhang bringt, ohne allerdings zu behaupten, 
daB eine gut ausgebildete Mycorrhiza die Auswirkung des Virus verhindere. Kr 
zitiert hier Lurman (1945), der aber bei der Kartoffel und anderen Pflanzen nur 
eine Actinomyceten-Symbiose untersucht hat, die man nicht als Mycorrhiza an- 
sprechen kann, da sie sich nicht auf die Wurzeln allein beschrankt. 

Demgegeniiber nehmen O’Brren u. M’Navcuton (1928) an, daB der Endophyt 
den Weg fiir pilzliche Wurzelparasiten und Bakterien freimache. 


Die Dinge liegen aber hier nicht so einfach. Das zeigen die Unter- 
suchungen von WINTER (1942, 1949a, b, 1950a): Die Mikroorganismen 
des Bodens beeinflussen sich danach entweder nicht, positiv oder negativ, 
und das Verhiltnis zweier Mikroorganismen zueinander kann sich sogar 
je nach ihren auBeren Lebensbedingungen andern. Hieraus léBt sich er- 
kennen, wie gewagt es ist, gerade in diesem Punkt zu verallgemeinern 
und zu behaupten, die Mycorrhiza forderte die Krankheitsresistenz oder 
die Anfalligkeit. Diese Verhaltnisse werden weiterhin kompliziert, wenn 


mane 
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man die Beeinflussung der Krankheitsresistenz tiber die Wirtszelle selbst 
betrachtet. 

Um zunichst iiber die Wirkung der Mycorrhiza auf Virosen oder um- 
gekehrt der Virosen auf die Verpilzung naihere Aufschliisse zu bekommen, 
wurden viruskranke und gesunde Kartoffeln untersucht (Tab. 8). 


Tabelle 8. 
Mycorrhizen und Viruskrankheiten bei der Kartoffel auf LéBboden von je 5 Stauden?, 


Sorte . Viruskrankheit Mycorrhiza 
Flemings Starke ... .. . | sekundares Blattrollen ; hay 
Flemings Stiirke ....... primares Blattrollen pee 
Flemings Stéirke ..... . aiuBerlich gesund ++ 
PA CUillassigtiisi. write. tirtaroatd We primares Blattrollen Se 
Aquila. GiGi toe e primare Strichelkrankheit | ae 
Aquila Seth sine a Sans akin aa 5 auBerlich gesund ) + 
Ackersegen. . ..... . ....|  Blattrollen | AF 
Ackersegen. . ..... . . | A@uBerlich gesund | + 
unbekannte Sorte . | Strichelkrankheit + 


1 Herrn Dr. RONNEBECK, aus dessen Versuchen die viruskranken und gesunden 
Kartoffeln stammten, méchte ich hier fiir seine Unterstiitzung meinen herzlichen 
Dank sagen. 


Ks besteht hier also zwischen diesen Viruskrankheiten und der Mycor- 
rhiza kein Zusammenhang. Ferner wiesen die Art der Infektion, der 
intracellularen Verbreitung, Verdauung und Vesikelbildung bei den ge- 
sunden wie bei allen erkrankten Pflanzen keine Unterschiede auf. Wenn 
CosTaNnTIN u. Macrovu (1935a) also bei ihren mosaikkranken Kartoffeln 
eine Entwicklungshemmung des Endophyten und Macrou (1944) sogar ein 
Aufhalten der Infektion bemerkt haben wollen, so kann hier von solchen 
Zusammenhiingen nicht die Rede sein. Sollte aber der Mycorrhizapilz doch 
durch das Mosaikvirus negativ beeinflu8t werden, so darf dies jedenfalls 
nicht ohne weiteres so ausgelegt werden, da® nun vielleicht eine kriiftige 
Mycorrhiza ein gewisser Schutz gegen Virosen sei. — Hierbei sei auf die 
Moglichkeit hingewiesen, daB es sich bei der von CostanTrIn u. MaGRov 
untersuchten Kartoffelmycorrhiza um einen unserem Endophyten nicht 
identischen Pilz handeln kénnte, wofiir vielleicht auch das intercellulare 
Wachstum der Verbreitungshyphen (vgl. S. 312) spricht. 

Wie Winter (1951a) schon zeigte, werden Mycorrhizen wie pilzfreie Wurzeln oft 
von anderen Pilzen (Ophiobolus graminis und ein farbloser Phycomycet) umsponnen 
und infiziert. Ahnliches wurde bei den Alliwm-Arten, wenn auch selten, und 6fter 
bei den Kartoffeln festgestellt. Ein briunliches, regelmaBig septiertes Mycel mit 
dicken Membranen bildete auf der Wurzeloberflache ein diinnes Netz und in der 
Epidermis ein pseudoparenchymatisches Gewebe (vgl. S. 302), wahrend sich dicht 
daneben sogar eine Eintrittsstelle des Mycorrhiza-Pilzes befinden kann. Aus den 


gemachten Beobachtungen kann geschlossen werden, da sich diese beiden Pilze 


also weder abstoBen noch anziehen, sondern unabhangig voneinander in die Wurzel 
eindringen. 


- 
a 
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Zusammenfassung. 

1. Alle Kulturarten der Gattung Alliwm besitzen Mycorrhizen. Sie 
werden durch einen unregelmaBig septierten Pilz hervorgerufen. Wahrend 
die Haupthyphen keine Querwinde zeigten, sind sie an Seitenhyphen 
haufiger zu beobachten. 

2. Die Alliowm-Mycorrhizen kommen auf allen untersuchten Boden- 


-arten und -typen vor. Nur ein humoser Sandboden und zwei Moorbéden 


Norddeutschlands machten eine Ausnahme; in allen anderen Béden er- 
folgte die Infektion unabhaingig von pxy-Wert und Humus- und Nahr- 
stoffgehalt. 

3. Zumeist waren tiber zwei Drittel der Wurzelmasse verpilzt. Die 


-Verpilzung kann bis zu 95% der Wurzelmasse erfassen. 


4. Die Infektion einer Wurzel erfolgt stets intracellular durch die 
Epidermis und die weitere Verbreitung im Rindenparenchym inter- 
cellular. Die Verbreitung des Innenmycels unterscheidet sich bei den 
einzelnen Pflanzenarten nicht. Arbuskel werden in allen Zellen der 


Rinde gebildet. Ihre Verdauung zu Sporangiolen ist rege. GroBe, lang- 


liche intercellulare und kleinere, runde intracellulare Vesikel wurden 
besonders zahlreich im Frihjahr, und zwar in der Wurzelhaarzone, an- 
getroffen. 

5. Die Reinkultur gelang trotz zahlreicher Nahrbodenvarianten nicht, 
wohl ein Beweis fiir die starke Abhingigkeit des Endophyten von seinem 
Wirt. Die geringe Infektionskraft wurzelfreien Bodens bei Synthese- 
versuchen erhartet diese Auffassung. 

6. Bei Priifung der Bedeutung der Mycorrhiza fiir die Pflanze durch 
unsterile Syntheseversuche zeigten die verpilzten Pflanzen eine deutliche 
Wachstumshemmung, die bei Nahrstoffarmut des Bodens am deutlich- 
sten hervortrat. Der Endophyt wird daher als schwacher, obligater 
Wurzelparasit betrachtet. 

7. Von den 50 untersuchten Solanaceen-Arten und -Herkiinften be- 
saBen nur 22 Mycorrhizen. 

8. Die Mycorrhiza der Kartoffel tritt regelmaBig nur auf bewachsenem, 
krauterreichem Naturboden auf, wihrend sie im Kulturland haufig fehlt. 

9. Die Solanaceen-Mycorrhiza wird durch einen dem Allium-Endo- 
phyten ahnlichen Pilz verursacht. Die vermutete Identitit beider Pilze 
wird durch die Tatsache gestiitzt, daB die Kartoffeln wie die Alliwm- 
Arten auf demselben Naturboden Mycorrhizen bildeten, wo vorher 
weder Angehérige der einen noch der anderen Gattung oder Familie 
gestanden hatten. 

10. Der Pilz vermag nur die feinen Saugwurzeln zu infizieren. Diese 
zeigen hiufig bei starkem Befall schon eine makroskopisch sichtbare 
Gelbfarbung. Vor Infektionsherden verschwindet die Starke in den 


Wurzelzellen schon auf Distanz. 
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11. Die Infektion der Wurzel erfolgt durch eine Epidermiszelle. Inner-. 
halb der Wurzel verbreitet sich der Endophyt intracellular. Die Ver- 
dauung der Arbuskel geht etwas langsamer vonstatten als bei den 
Allium-Arten. Die Vesikel sind entsprechend ihrer intracellularen Ent-. 
stehung etwas kleiner und meist rundlich. 

12. Eine Bedeutung des Mycorrhizapilzes fiir die Knollenbildung 
konnte nicht nachgewiesen werden, und zwar weder durch die Ergeb-. 
nisse von Bodenarten- und Sortenversuchen noch durch diejenige eines | 
zweijahrigen Kartoffelanbauversuches auf Naturboden und auch nicht 
durch die Befunde an den Wildkartoffeln. Ein Nutzen fir die Kartoffel 
war nicht zu erkennen, eher scheint es sich um einen schwachen Para- 
siten zu handeln. 

13. Ein Zusammenhang zwischen der Blattroll- sowie der Strichel- 
krankheit und der Mycorrhizaausbildung war nicht zu erkennen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. WINTER, sage ich fiir seine 
freundliche Unterstiitzung und das der Arbeit entgegengebrachte Interesse sowie 
fiir den Arbeitsplatz in seinem Laboratorium herzlichen Dank. 

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe einer Herrn Prof. Dr.G.Wi1ntTER gewihr- 
ten Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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(Aus der Untersuchungsstelle fiir Teichwirtschaft 
am Zoologischen Institut Erlangen.) 


Uber die Variabilitat von Pseudomonas punctata. 


Von 
HEINZ DOMBROWSKI. 


(Bingegangen am 22. November 1952.) 


Eingehende Untersuchungen an 109 Stéammen von Pseudomonas 
punctata ergaben ein eindrucksvolles Bild von der auSerordentlichent 
Variabilitit dieses Mikroorganismus. Es sei bereits eingangs erwahnt, 
daB in unserem Material nicht 2 Stémme in ihren biochemischen Lei- 
stungen vollkommen iibereinstimmten. Unter diesen Stammen befandi 
sich auch der von BRUNNER untersuchte, den diese Autorin auf Grund! 
ihrer Untersuchungen fiir eine besondere Art halt. 25 besonders aus- 
gewahlte Stimme wurden nach dem von Dorner aufgestellten umfang- 
reichen Schema, das in einigen Punkten gekiirzt wurde, untersucht. 


BRUNNER u. STRIEGEL-JAXTHEIMER glauben in einem von ihnen mit ,, Bac- 
terium Miinchen‘‘ (B.Miinch.) bezeichneten Mikroorganismus neben dem_ bisher 
bekannten Pseudomonas punctata (Ps.p.) einen zweiten Erreger der infektidsen: 
Bauchwassersucht des Karpfens entdeckt zu haben. Dieser soll im Gegensatz zu 
Ps.p. auf Fleischwassernihrbéden einen gelb-griin fluorescierenden Farbstoff er- 
zeugen, von verschiedenen Zuckern nur Dextrose spalten und Nitrate iiber Nitrit 
zu Ammoniak oder elementarem Stickstoff abbauen. Fehlende Farbstoffbildung da- 
gegen, Spaltung von Dextrose, Saccharose, Maltose und Mannit sowie Nitratreduk- 
tion nur bis zum Nitrit geben die Verfasserinnen als Kriterien fiir die Diagnose 
Ps.p. an, 


Ergebnisse der Untersuchungen. 
a) Die Farbstoffbildung. 


Ks ist eine bekannte Tatsache, da Cenovis-Agar die Bildung eines Farbstoffes 
unterdriicken kann, wohingegen Fleischwasser die Bildung fluorescierenden Farb- 
stoffes begiinstigt. Auch der Zusatz von phosphorsauren Salzen, besonders Na- 
trium- und Magnesiumphosphat wie auch Natriumnitrat, konnen anfanglich farb- 
lose Ps.p.-Stémme zur Fluorescenz anregen. Dariiber hinaus konnte STETTEN- 
HEIMER (vgl. auch Laux) bei nicht fluorescierenden Ps.p.-Stammen durch Schiitteln 
Farbstoffbildung erzwingen. SchlieBlich kénnen auch durch eine langere Periode 
hindurch farblos gewachsene Ps.p. plétzlich zu fluorescieren beginnen und diese 
Eigenschaft konstant beibehalten. StrerrennetmEer konnte aus einem reinen An- 
fangsstamm auf einer Gelatineplatte Tochterkolonien ziichten, die teils fluores- 
cierten, teils nicht. 


Unsere Ps.p.-Stiimme fluorescierten auf Gelatine-Nahrbéden nicht; 
dafiir bildeten einige in Milch einen gelb-griinen Farbstoff bereits nach 
24 Std, andere erst nach 4 Tagen und eine dritte Gruppe, zu der auch 


Uber die Variabilitat von Pseudomonas punctata. 323 


ein von BRUNNER freundlicherweise iiberlassener Teststamm gehorte, 
erst nach 10 Tagen. Ein Stamm zeichnete sich durch eine besonders 
fliichtige Farbstoffproduktion am dritten Tage aus. 

Nach dem eben Gesagten ist das Fehlen oder die Bildung von Farb- 
stoff eine sehr wenig konstante Eigenschaft unseres Bacteriums; eine 
Tatsache, die zu Fehldiagnosen leicht Anlaf& geben kann. 


Auch die von genannten Autorinnen erwahnten ,,Rauhformen‘ fand schon 
STETTENHEIMER. Derartige ,,Rauhformen“ stellen keine Besonderheiten dar. Ihre 
Weiterziichtung gelingt nicht ohne weiteres, da sie ohne ersichtlichen Grund spon- 
tan in der Art der allgemein bekannten Kolonieform des betreffenden Mikroorganis- 
mus weiter wachsen kénnen. 


b) Die Zuckerspaltung. 


Hs interessiert zunichst das Verhalten gegeniiber den von BRUNNER 
und STRIEGEL-JAXTHEIMER verwandten Zuckern Dextrose, Saccharose, 
Maltose sowie Mannit. Diese werden von den eingehend untersuchten 
Stammen 4, 4, 9, 12, 17, 18, 19, 23 und 245 (vgl. DomBrRowsxz1) gespalten. 
‘Damit waren nur diese nach den Angaben von BRUNNER und STRIEGEL- 
JAXTHEIMER Ps.p., dagegen die Stémme 6 und 24, welche nur Dextrose 
vergaren, B.Miinch. (Stamm 24 ist ein von uns untersuchter Vergleichs- 
stamm, der uns von BRUNNER itiberlassen wurde.) 

Zieht man aber noch weitere Zucker in Betracht, so ist das Verhalten 
der Stémme noch uneinheitlicher. Innerhalb der erstgenannten Gruppe 
spaltet Stamm 45 noch Xylose, die Stéamme 4, 9, 12, 17, 23 und 26 
Xylose und Arabinose und die Stéamme /8 und 19 Xylose, Arabinose 
und Lactose. Auch die Stamme der zweiten sogenannten ,,56.Miinch.- 
Gruppe‘ zeigen keine Einheitlichkeit. Stamm 6 spaltet Xylose, Stamm 24 
Xylose und Arabinose. 

Bei den iibrigen Stémmen erkennt man eine bunte Fille jeder nur 
denkbaren Variation, deren Gemeinsamkeit nur darin zu _ bestehen 
scheint, daB sie Dextrose spalten und sich Dulcit gegeniiber ablehnend 
verhalten. Bemerkenswert ist noch Stamm 8, der weitgehend dem wenig 
vergirungsfahigen Miinchener Teststamm 24 entspricht, nur zusatzlich 
ein schwach angedeutetes Mannit-Spaltvermogen zeigt. Auch Stamm 15 
zeichnet sich durch eine nur geringe Fahigkeit zur Zuckerspaltung aus, 
die auf Dextrose, Saccharose und Mannit beschrankt bleibt. Uber die 
Stiimme 8 und 75 deuten sich also laufende Ubergiinge zu den Stiimmen 
mit reichem Zuckervergarvermégen an. Vergirfahigkeit fiir die oben 
genannten Zucker sowie fiir Mannit besitzen die Stamme 2, 10, 13, 14 
und 21, wihrend die oben besonders hervorgehobenen Stamme, welche 
nach den Kriterien von BRUNNER und STRIEGEL-JAXTHEIMER allein Ps.p. 
darstellen sollen, 5, 6 und 7 Zucker vergaren konnen. 

Die auBerordentliche Variabilitaét im Verhalten Zuckern gegentiber 
erlaubt es, statt der niheren Benennung der Zuckerart nur die Anzahl 
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der angegriffenen Zucker anzufiihren. Folgende Ubersicht soll das Ge- 
sagte verdeutlichen: 


8 Zucker spalten die Stamme: — 
7 He 3 4 et LO) aeGLY) 


[6] 


6 (4) (9) (12) (17) (23) (25) 
5 1 .3 7. 1 Sléseaaee 
4 2 10 13 14 21 8 

3 15 [24] 

2 

1 

0 


Nach Auffassung von BRUNNER u. STRIEGEL-JAXTHEIMER: () = Ps.p. [] = B 
Miinch. 

Mit dem Vorhandensein von Stémmen, die teils eine Mittelstellung 
einnehmen, teils sich mehr dem einen oder anderen Extrem nahern. 
kann B.Miinch. unseres Erachtens nicht als grundsiatzlich verschiedene 
Form gelten. 

c) Die Denitrifikation. 

Viele der von uns untersuchten Stiéimme reduzierten Nitrat zu Am, 
moniak und manchmal auch zu elementarem Stickstoff. Die Reduktior 
wurde bei der Mehrzahl der Stiimme sehr schnell durchgefiihrt. Dabe: 
wurde auch die Zwischenstufe des Nitrits rasch durchlaufen, so dafi be: 
Messungen am 1., 4. und 10. Stichtag letzteres nicht mehr nachweisban 
war. Andere Stimme dagegen reduzierten langsamer, so daB Nitrit noch 
an den Stichtagen nachgewiesen werden konnte. 

Mit diesem Verhalten weichen unsere St’mme von denen, die SCHAPERCLAUS 
(1930, 1939) beschrieb, ab und decken sich auch nicht véllig mit den Angaben vor 
BRUNNER u. STRIEGEL-JAXTHEIMER (vgl. auch SprczAkKOW sowie BERGEY). Damit 
offenbart sich auch in dieser Leistung die groBe Variabilitat unseres Mikroorganis- 
mus. Dazu sei noch erwihnt, daB bereits SreTTENHEIMER und unabhangig von ihm 
Wo.tr Ammoniakbildung bei Ps.p. nachwiesen und solehe auch durch Schiitteln 
hervorrufen konnten. 

d) Die BegeiBelung. 

Die MehrgeiBeligkeit der uns von Miinchen iiberlassenen Stimme 
konnten wir auch ohne Anwendung eines Elektronenmikroskopes, allein 
mittels einer exakt durchgefiihrten Zerrnowschen GeiBelfarbung fest- 
stellen, und wir lieBen uns auch durch andere polytriche Stamme, die 
wir fanden, nicht zur Aufstellung einer neuen Species verleiten (vgl 
WuNDER u. DomMBROWSKEI). 


e) Die Virulenz und das serologische Verhalten. 


Zur Frage der Virulenz kann hier nur kurz Stellung genommen werden 
Wahrend ScHArerciavs (1930, 1939) das von ZIMMERMANN entdeckte 
Bacterium Ps.p. in 2 Formen einteilte, in die pathogene ,,Forma ascitae’ 
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und in die apathogene ,,Forma typica‘‘, fanden sich bei meinem Material 
auch in dieser Eigenschaft flieBende Uberginge von vollig harmlosen 
Formen bis zu hochgradig virulenten. Bemerkenswert ist ferner, daB 
sowohl bei den pathogenen als auch bei den apathogenen ein- und mehr- 
geiBelige Stamme vorhanden sind, und da sich aus dem morphologischen 
und physiologischen Verhalten kein Kriterium ableiten laBt, das seinen 
“Trager in die eine oder andere Gruppe einzureihen gestattete. Erst der 
Tierversuch gibt uns die Moglichkeit in die Hand, einen Keim als patho- 
gen oder apathogen anzusprechen. Die Pathogenitét unserer Ps.p.- 
Stamme war stetem Wechsel unterworfen. Nur 1 Stamm konnte bereits 
durch 3 Jahre hindurch geziichtet werden, ohne da er dadurch seine 
Virulenz verloren hatte. Andere Stémme dagegen zeigten nach anfang- 
lich hochgradiger Virulenz ein langsames Nachlassen der pathogenen 
Kigenschaften. Im umgekehrten Falle zeigte auch ein apathogener 
Stamm nach Ablauf eines halben Jahres einen geringen Virulenzerwerb. 
Es interessiert hier nur noch die Tatsache, daB der B.Miinch.-Stamm 6 
‘apathogen ist, desgleichen der diesem nahestehende Stamm 8, und dal 
der von BRUNNER iiberlassene Stamm virulent ist. Dies zeigt, daB 
B.Miinch., auch wenn man ihm eine selbstaindige Bedeutung einréumen 
wollte, in genau der gleichen Weise wie Ps.p. in pathogener und apatho- 
gener Form in der Natur vorliegen wiirde. 

Auch serologisch lieB sich bei uns kein Unterschied zwischen 
Ps.p. und B.Miinch herausarbeiten. 


SchluBbetrachtung. 

Es ware miiBig, an dieser Stelle alle bei den Stammen sich findenden 
Unterschiede bis ins einzelne aufzuzihlen; nach dem bisher Gesagten 
diirfte zur Frage: ob Varietas oder Species nichts mehr hinzuzufiigen 
sein. BRUNNER u. STRIEGEL-JAXTHEIMER haben anfanglich selbst ihre 
Stamme als Varianten von Ps.p. betrachtet. DaB die Eigenschaften von 
Mikroben zum groBen Teil veranderlich sind, dariiber besteht wohl bei 
denen, die sich mit dem Studium derselben beschaftigen, kein Zweifel. 
Es sollen auch deshalb die abweichenden Angaben der genannten Auto- 
rinnen keineswegs in Zweifel gezogen werden, da es bei der groBen 
Variabilitit unseres Bacteriums durchaus méglich ist, daB 2 Experimen- 
tatoren abweichende Ergebnisse bekommen und dak beide Resultate 

richtig sein kénnen. 

Meiner Uberzeugung nach lassen sich die meisten Varianten in 2 Grup- 
pen von Typen einreihen, deren eine besonders SCHAPERCLAUS vorlag, 
deren andere BRUNNER u. STRIEGEL-JAXTHEIMER vorzugsweise ins Auge 
faBten, daB es aber auch Typen gibt, die die meisten Kigenschaften mit 
dem einen Typus gemeinsam haben, aber durch die eine oder andere 
Eigenschaft wieder zum anderen zugehoren. 
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Die Tatsache, daB es in kultureller Hinsicht die oben, erwahnter 
Ubergangsformen zwischen den beiden Typen gibt, laBt im Zusammen: 
hang mit meinen experimentellen Erfahrungen, nach denen sich nicht 
2 verschieden isolierte Staémme in allen ihren Eigenschaften vollkommeri 
deckten, die Notwendigkeit zur Aufstellung einer neuen Art zumindest 
fraglich erscheinen. 

Zusammenfassung. 


Ein eingehender Vergleich von 109 Stémmen von Pseudomonas pune- 
tata zeigte, daB dieses Bacterium eine sehr groBe Variabilitat seiner 
physiologischen und auch morphologischen Eigenschaften besitzt. Aus 
diesem Grunde kann auch ,, Bact. Miinchen“ keine selbstaindige Bedeu4 
tung zugesprochen werden, da alle angeblich unterschiedlichen Eigen 
schaften sich bei niherer Betrachtung als unerheblich erwiesen haben.» 
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(Aus dem Institut fiir Organische Chemie, 
Abteilung Biochemie, der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen an Actinomycin-bildenden 
Strahlenpilzstammen und deren Actinomyecinen.* 


Von 
NORBERT PFENNIG. 


Mit 4 Textabbildungen. 
( Hingegangen am 6. Oktober 1952.) 


Vor etwa zwei Jahren haben BROCKMANN u. GRUBHOFER (1950) und 
dieselben u. Mitarbeiter (1951) zuerst davon berichtet, daf sich das 
nach den klassischen Methoden der organischen Chemie einheitlich ver- 
haltende, kristalline, rote Antibioticum Actinomycin C bei der fraktio- 
nierten Gegenstromverteilung als ein Gemisch sehr ahnlicher Actino- 
mycine erwies. Dieser Befund wurde mit einem Losungsmittelpaar er- 
halten, welches auch sehr brauchbar war zur Charakterisierung der 
Actinomycine verschiedener Stémme und Varianten, von denen diese 
Arbeit berichten wird. 

_ Die priparative Gewinnung der nachgewiesenen Komponenten des 
nativen Actinomycin-C-Komplexes, die mit diesem Lésungsmittelpaar 
nicht méglich war, gelang dann mit dem System Methylbutylather- 
Harnstofflésung, wie bereits an anderer Stelle mitgeteilt wurde (BRocK- 
MANN u. PFENNIG 1952). Die so erhaltenen Actinomycine C,, C, und C; 
wurden naher charakterisiert durch die quantitativen Unterschiede der 
an ihrem Aufbau beteiligten Aminosduren, spez. Drehung und Schmelz- 
punkte. Weiterhin wurde durch Nachverteilung in dem fritheren System 
bewiesen, daB die Komponenten C, und C;, die im Harnstoffsystem pra- 
parativ erhalten wurden, mit den dort gezeigten Komponenten tiberein- 
stimmen. 

Die folgenden Untersuchungen ergaben sich aus der Frage, ob die ver- 
schiedenen Actinomycin-C-Komponenten von verschiedenen, etwa im 
Laufe der Zeit entstandenen Varianten des Ausgangsstammes gebildet 
werden, oder nebeneinander in demselben Organismus entstehen, wie dies 
ja auch von vielen Naturstoffen bekannt ist, z. B. bei den verschiedenen 
Penicillinen. Im ersteren Falle wire das Problem der Trennung der Kom- 
ponenten des Actinomycin-C-Komplexes auf mikrobiologischem Wege zu 


- * Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Géttingen, 1952. Uber einige Ergebnisse 


wurde an anderer Stelle berichtet: BROCKMANN u. Prennic, 1952, 1953. 
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lésen, im letzteren jedoch nur physikalisch-chemisch durch die prapa, 
rative, fraktionierte Gegenstromverteilung. 


Damit ergab sich also die Aufgabe, von dem bisherigen Actinomycin. 
C-produzierenden Stamm Streptomyces chrysomallus (Stamm Ja) Lina 
denbein (1952) Einsporkulturen anzulegen und deren Actinomycine 
durch Gegenstromverteilung zu charakterisieren; auBerdem andere Ac- 
tinomycin-C-bildende Stamme der Institutssammlung ebenso zu unter- 
suchen, mit dem Ziel, eine Kultur zu finden, die ein chemisch einheit- 
liches Actinomycin produzieren wiirde. 


1. Variabilitatserscheinungen. 


Die haufige Verwendung von Actinomyceten zur Gewinnung von Antibiotica hat 
der Frage nach der Variabilitat dieser Organismen eine groBe Bedeutung verliehen. 
Seit den ersten eingehenderen Untersuchungen von WaksMAN (1916—1919) und von 
allem von Limsks (1921) und OrsKoy (1923) sind besonders in den letzten zehn Jahren 
zahlreiche Beobachtungen auf diesem Gebiete mitgeteilt worden (WaksmMAN 1950; 
Hewnricr 1948; v. PLorHo 1940 und 1950). Hier interessierten besonders Arbeiten 
von ERIKSON (1947, 1948, 1949) und SrantER (1942). SrantER beobachtete bereits, 
da8B man bei Streptomyces-Arten, von Sporenmaterial ausgehend, relativ viele: 
Varianten erhalten kann, und er vermutete, daB diese Uneinheitlichkeit der Sporen: 
auf die uneinheitliche Verteilung der chromatischen Substanz bei der Sporenbildung’ 
zuriickzufiihren sei (ERTKSON 1947). 

Bei der einfachen Uberimpfung gréBerer Mengen versporten, vegetativen Mate- 
rials kénnen Varianten natiirlich nicht so deutlich nebeneinander lokalisiert auf- 
treten. Dies zeigen u. a. zwei Arbeiten (TremMPEL 1931; RiprEn u. WrirrerR 1934), 
bei denen die Autoren nicht von Einzelsporenkulturen ausgingen. Sie erhielten: 
Sektoren als Variationserscheinungen. Dabei handelt es sich jedoch offenbar um 
andere Ursachen als bei den Varianten aus Einzelsporen. 


Bei den folgenden Versuchen iiber Variabilitat interessierte, in welcher 
Menge etwa Varianten entstehen — unter optimalen Nahrboden- und 
Beliiftungsverhaltnissen —, wenn nur von Sporen ausgegangen wurde. 
Dabei war zu beachten, daB die Luftmycelsporen bei Streptomyces-Arten 
meist zu zwei und mehreren aneinander hangen bleiben, soda man durch 
einfaches Aufschlemmen der von einer Fettschicht umgebenen Sporen 
(Errkson 1947) nicht zu Suspensionen von Einzelsporen kommen kann. 
Dies konnte jedoch durch folgendes Vorgehen erreicht werden. 


Ktwa 20 Tage alte, gut versporte Kulturen der zu untersuchenden Stamme 
wurden auf 50 ml Kulturfliissigkeit in 200 ml Erlenmeyerkolben verwendet. 
Nach Abdekantieren der Kulturfliissigkeit und mehrmaligem, vorsichtigem Nach- 
spiilen mit sterilem Leitungswasser gab man 20 ml steriles Leitungswasser dazu 
und schiittelte mehrere Stunden auf der Schiittelmaschine durch. AnschlieBend 
wurden die Aufschwemmungen sofort im Eisschrank bei 2—5° C kalt gehalten. 
Unter sterilen Bedingungen wurde dann die Aufschwemmung zunachst durch ein 
Papierfilter und dann durch ein Membranfilter Sorte »grob* filtriert. Wie durch 
Auszihlen von Testplatten festgestellt wurde, verringert sich die Konzentration 
der Sporen durch diese Vorbereitungen auf etwa "ioo- Nach Herstellung der ge- 
eigneten Verdiinnungsstufe (etwa 100 auskeimende Sporen je 0,2 ml) wurden davon 
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je 0,2 ml der Aufschwemmung in Perri-Schalen mit bereits erstarrtem Nahragar! 
gegeben und mit einem sterilen Glasspatel gleichmafig iiber die ganze Oberflache 
ausgezogen. 
Alle irgendwie nach 7—14 Tagen gegeniiber dem Normaltyp morphologisch und 
farblich abweichend aussehenden Kolonien wurden von den Platten auf Schrig- 
‘rohrchen (Nahrboden Anm. 1) abisoliert. Dieser Nahrboden ergab in allen unter- 
suchten Fallen besonders gute Luftmycelbildung. Entscheidender Zusatz darin ist 
der Hefekochsaft, wie sich durch Vergleich mit Schragréhrchenkulturen ohne diesen 
Zusatz ergab. 


AuBer dem Actinomycin-bildenden Stamm Ja wurden noch die fol- 
genden Stamme, die im hiesigen Institut bearbeitet werden, zum Ver- 
gleich mit herangezogen: 


Stamm Le. 


Normaltyp: Myceldecke unterseits weinrot, spaiter dunkelblau. Luftmycel 
samtartig, zuerst weiB, spater hellgrau-blaulich. Unter 1938 durchgesehenen Kinzel- 
kolonien waren folgende Varianten: a) Dunkelweinrote Kolonien ohne Luft- 
mycel 15; sie spalteten im Laufe der Uberimpfungen wieder Mycel des Normaltyps 
ab. b) Luftmycel weiB-hellgrau, samtartig, Kolonien anfangs unterseits gelb, spater 
orange und weiter mausgrau werdend 19; blieb konstant. c) Farblose, glasige, luft- 
mycelfreie Kolonien 20; nach einigen Uberimpfungen auf Schragrohrchen nicht 
mehr anwachsend; in Fliissigkeitskultur als submerse, farblose, gallertige Kugeln 
wachsend. d) Extrem kleine, luftmycelfreie, weinrote Kolonien 3; nach der 
zweiten Uberimpfung nicht mehr anwachsend. Anzahl abweichender Kolonien zu- 
sammen: 57. 

Stamm Ist. 301. 

Normaltyp: Myceldecke unterseits anfangs rosa, spater rotbraun-violettbraun. 
Luftmycel samtartig, weiB. Unter 2140 durchgesehenen Einzelkolonien waren 
folgende Varianten: a) Dunkelrote, luftmycelfreie Kolonien 7; sie spalteten im 
Laufe der Uberimpfungen wieder Kolonien des Normaltyps ab. b) Gelblichweife, 
luftmycelfreie, unterseits hell bis graubraune Kolonien 102; blieb konstant. c) Farb- 
lose, glasige, luftmycelfreie Kolonien 11; sie spalteten zunachst unversporte, dunkel- 
rote Kolonien ab, die dann spater auch Luftmycel trugen. In Fliissigkeitskultur 
wuchsen submers farblose, gallertige Kugeln. d) Extrem kleine, farblose Kolonien 4; 
nach Uberimpfung kein Wachstum. Anzahl abweichender Kolonien zusammen: 
124. 

Bei Wiederholung des Versuches mit Sporen des neugewonnenen Normaltyps 
war b) nur noch mit wenigen Kolonien vertreten. 


Stamm Pi. 262. (Abb. 1.) 


Normaltyp: Myceldecke unterseits dunkelbraun, Luftmycel samtartig, anfangs 
weib, spiter hell grau-rétlichbraun (Abb. 1: A). Unter 1780 durchgesehenen Einzel- 
kolonien waren folgende Varianten: a) Kleinere, braunschwarze, luftmycelfreie 
Kolonien 19 (Abb. 1: C); sie spalteten im Laufe der Uberimpfungen wieder Kolonien 
des Normaltyps ab. b) Kolonien hell gelblich-braun, Luftmycel erst spat wachsend 
und dann diinn, staubig bis mehlig 18 (Abb. 1: B); blieb konstant. c) Kolonien 


1 2ml Glycerin; 0,25 g Glykokoll; 0,1 g NaCl; 0,1 g K,HPO,; 0,01 g MgSO,; 
0,001 g FeSO,; 0,001 g CaCO, (alle unter Beriicksichtigung des Kristallwassers) ; 
0,1% Hoacianpsche Spurenlésung ; 2 ml Hefekochsaft; 2% Agar; aqua dest. auf 


100 ml aufgefillt. 
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glasig, luftmycelfrei, anfangs farblos, spater gelblich-braunlich werdend 5 (Abb. I: 
D); nach der dritten Uberimpfung nicht mehr anwachsend. d) Kolonien winzig 
klein, schwarz, luftmycelfrei 12; nach Uberimpfung kein Wachstum. Anzahl ab- 
weichender Kolonien zusammen: 54. 


Stamm Badberg 847. 

Normaltyp: Myceldecke unterseits goldgelb; Luftmycel samtartig, anfangs 
weif, spiter mittelgrau-braun. Unter 2360 durchgesehenen Einzelkolonien waren 
folgende Varianten: a) Kolonien luftmycelfrei, schwach gelb gefarbt 57; b) Kolo- 
nien klein, luftmycelfrei, hell gelblich 112; beide Typen spalteten im Laufe der 
Uberimpfungen luftmycelbildende Kolonien ab, die dem Normaltyp glichen. An- 
zahl abweichender Kolonien zusammen: 169. 


Somit ergibt sich bei diesen Stammen, daB auf etwa 100 dem Normal- 
typ gleichende Stiimme 2—3 der erwihnten Varianten auftraten. Aus 
einigen Varianten kommt der 


ps Bd Elterntyp nach mehr oder weniger 
i pe 2 A vielen Uberimpfungen wieder zum 
Kultur Vorschein, bei anderen hingegen 


nicht. 

Bei allen finf Stammen ergab 
sich tibereinstimmend, da die Bil- 
dung der Antibiotica bzw. Farb- 
stoffe nur bei den auch gut Luft- 
mycel-bildenden Normaltypen op- 
timal war. Diese Korrelation zwi- 
schen Formbildung und der Pro- 
duktion bestimmter Stoffwechsel- 
Abb. 1. Sean Pi. 262 und Varianten. Kul- produkte ist in der Literatur Ofters 

turen gleichaltrig. Erklirung im Text. erwahnt, z. B. ScHatz u. WAKSMAN 

1945; DuLANEY u. Mitarb. 1949. 

Varianten bei Stamm Ja. Der laufend iiberimpfte Actinomycin- 
bildende Stamm Ja war in seinem Actinomycinbildungsvermégen stark 
abgefallen (19 mg Actinomycin/1 Liter Kulturfliissigkeit bei 2,26 g 
Trockenmycel/1 Liter). Nach dem Plattengu8verfahren erhielt man von 
diesem Stamm drei Varianten: /aW: Mycelhaut diinn, nicht fest zu- 
sammenhingend, leicht ablésbar, unterseits weiBlich; Luftmycel wei, 
mehlig; Agar ungefiirbt. 7aG': Mycelhaut faltig, schwach gelblich, glasig, 
luftmycelfrei; Agar gelblich-braun verfiirbt. 1aGM: Mycelhaut hellgelb, 
unterseits stirker gelb; Luftmycel mehlig, weiB bis schwach hellgelblich; 
Agar goldgelb verfirbt. Alle drei Typen erwiesen sich im Laufe der Uber- 
impfungen als stabil. Interessanterweise gleicht die Variante 1aGM einer 
alten, lange Zeit nicht tiberimpften Elternkultur des Stammes Ja, die 
als JaU bezeichnet wurde, und die in ihrem Bildungsvermégen fiir 
Actinomycin nicht so stark abgefallen war wie der stets tiberimpfte 
Stamm /a (vgl. Tab. 2, Nr. 11). 
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Um die zentrale Frage eindeutig beantworten zu kdonnen, ob die von 
en Ja-Varianten gebildeten Actinomycine hinsichtlich ihrer Kompo- 
enten identisch seien, und wirklich ein reiner Stamm die verschiedenen 

omponenten nebeneinander produziert, mute von sicher erwiesenen, 

ikromanipulierten Kinsporkulturen der Stamme ausgegangen werden. 
Die folgende Tab. 1 zeigt die Zahl der Kinsporkulturen, die von Ja-Vari- 
unten und drei weiteren gut Actinomycin-C-bildenden Stéammen der 
[Institutssammlung erhalten wurden?. 


Tabelle 1. Hinspor-[solierungen. 


4 Zahl angefertigter | Zahl angewachsener 
Stamm Nr. Hinsporkulturen Einsporkulturen 
1aGM 6 1 
1laU 21 8 
law 16 1 
116 8 2 
192 10 2 
330 12 4 
Insgesamt 73 18 


Wegen der anfangs besprochenen Tatsache der Uneinheitlichkeit der 
Sporen war es erstrebenswert, von den wichtigsten Stémmen mehrere 
Einsporkulturen zu erhalten, um einen méglichst gut Antibioticum-pro- 
duzierenden Stamm auswihlen zu kénnen. Dies wurde bei den Stémmen 
aU und 330 erreicht. In den anderen Fallen geniigte die GewiBheit der 
Reinheit durch eine Einsporkultur, und es wurde auf weitere Isolierungen 
verzichtet. 

Zur Konservierung der Einsporstimme wurden von gut versporten, 
vorsichtig getrockneten Flissigkeitskulturen trockene Erdpraparate mit 
fraktioniert sterilisiertem LéBlehm des Kaiserstuhles angefertigt. 


2. Die Actinomyeine der untersuchten Streptomycesstimme. 


Von allen Varianten und Einsporkulturen wurden unter optimalen Bedingungen 
Penicillin-Kolben-Ansatze zu je 1 Liter gemacht, von jeder Kultur drei P-Kolben 
gleichzeitig. AuBerdem sind neben den drei erwahnten Stammen 116, 192 und 330 
als weitere Actinomycin-bildende Staémme aus der Sammlung des hiesigen Instituts? 
hinzugenommen worden: 326 ; 327 ; 331; 334; Wal. 679, sowie die Stimme Wind. 731 
und Ami. 634, die jedoch kein Actinomycin C bilden, sondern Actinomycin X 
(LincE), wie sich spater herausstellte. 


1 Diese Isolierungen wurden am Institut fiir Mikrobiologie der Universitat 
Gottingen durchgefiihrt. Frau Dr. Mrvyer-PretscumAnn sei an dieser Stelle gedankt 
fiir die Anweisung bei der Anlage von Einsporkulturen und fiir die Anfertigung 
von Isolierungen. 

2 Diese Sammlung wurde von Prof. Dr. W. LINDENBEIN und Fri. I. OLFERMANN 


angelegt. 
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Wie bereits GRUBHOFER (1949) gezeigt hat, wird von dem Stamm la 
auf Nahrlésung mit NaNO, als Stickstoffquelle’ am meisten Actinomycin 
gebildet. Dies wurde in zahlreichen, kleinen 50 ml Ansiitzen — auf die 
nicht weiter eingegangen werden soll — mit Nahrlésungen und Zusitzen 
verschiedenster Art fiir fast alle Actinomycin-C-bildenden Stamme be- 
statigt gefunden. Bei allen P-Kolben-Ansitzen zum Vergleich der quanti- 
tativen Actinomycinbildung wurde deshalb diese Nahrlésung als Stan- 
dardsubstrat verwendet. 

Das Actinomycin wurde nach einer Methode von GRUBHOFER (1949) 
aus der Kulturlésung durch Ausschiitteln mit Benzol gewonnen und zur 
Abtrennung von Begleitfarbstoffen an Aluminiumoxyd (nach Brock- 
MANN) chromatographisch adsorbiert. Zur Kristallisation wurde das ein- 
geengte Essigestereluat mit Schwefelkohlenstoff versetzt. Umkristalli- 
sation und Trocknung ergab dann das Produkt zur Ausbeutebestimmung 
und fiir die Gegenstromverteilungen. 

Das Mycel auf Actinomycin hin aufzuarbeiten, wurde bei diesen orien- 
tierenden Ansitzen vernachlissigt, da sich zeigen lieB, daB bei den 
meisten Stémmen (auBer 11/6, 330, 331) die Menge, die noch aus dem- 
Mycel durch Soxhletextraktion gewonnen werden konnte, nur klein ist 
gegeniiber der aus der Kulturldsung gewonnenen Menge. Jedoch ist dies 
auch bei den einzelnen Stiimmen verschieden: Das Mycel der Stiimme 
laW, 1aG, 192, 326 und 327, welches beim Ernten fast farblos ist und 
ginzlich zerfallt, ergab kein Actinomycin. Der Stamm /aGM/E,, dessen 
Mycel hinsichtlich seines Actinomycin-Gehaltes etwa dem der Staémme 
1aU und Wal. 679 gleicht, enthielt etwa 5°, des gesamten Actinomycins 
im Mycel. Die Stamme //6, 330 und 331, die eine geschlossene, leder- 
artige Myceldecke ausbilden, enthielten erwartungsgemiB am meisten 
Actinomycin im Mycel: Bei Stamm 330/H, waren es 16% der Gesamt- 
menge. 

In Tab. 2 sind Trockenmycelgewicht, Ausbeute an reinem, kristallinen 
Actinomycin, End-py-Wert und Geruch der Ansitze zum Vergleich zu-. 
sammengestellt. Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte dreier Parallel- 
kulturen, welche praktisch gleich gut gewachsen waren. 

Die Tab. 2 zeigt, daB einige Einsporkulturen eine bessere Ausbeute an 
Actinomycin ergaben als der Ausgangsstamm /aU. Die anniihernde Re- 
produzierbarkeit in vier aufeinander folgenden Ansiitzen wurde bei dem 
Stamm /al//H, gezeigt; die in der Tab. 2 (Nr. 15—18) aufgefiihrten Kul- 
turen lagen 1—5 Monate auseinander. Bei dem Stamm /aU/EH, liegen die 
Ausbeuten aller acht Kinsporkulturen tiber der des Ausgangsstammes. Je 
eine Kinsporkultur der Stiimme /aW (£,), 116 (Z,) und 330 (B,) bilden 


+ 2ml Glycerin; 0,85 g NaNO,; 0,18 g KH,PO,; 0,12 g K,HPO,; 0,2 g NaCl; 
0,2 g MgSO,; 0,005 g¢ FeSO, (alle unter Beriicksichtigung des Kristallwassers) 
0,1% Hoagianpsche Spurenlisung; aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt. 


. 
? 
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Tabelle 2. Bildung von Actinomycin durch Ausgangsstimme und ihre Varianten. 
en ee eS eee 


Mycel- Krist. Actino- 
trocken- | Actino- mycin Nara 
3 gew. mycin in mg 5 
Nr. Stamm in g/l in mg/l |bez.aufig bei Geruch 
Kultur- | Kultur- | Trocken- | 42f08s- 
lésg. lésg. mycel PH 6,5 
1 la 2,28 | 19,0 8,3 7,3 | hefig, fruchtig 
2 1aw 1,19 22.1 18,6 | 7,5 | nach Acetamid 
3 Li 34,5 PXOKUY lle Gas u. Ammoniak 
4 1,46 24,0 16,4 7,6 os 
5 laW/E, 1,18 — — 8,0 of 
6 1aG 1,25 21,0 16,8 | 7,4 hefig, fruchtig 
i 1aGM 1,85>-156;3* | 41,7 6.8 ze ‘ 
8 2,85 | 94,0 | 33,0 Toe 2 
9 ra hoy a Hic! be) 29 
10 1aGM/E, 3,6 115,0 32,0 7,2 x6 ni 
11 LaU 2,18 63,5 30,0 7,4 oF oe 
12 1au/E, 2,25 162,5 72,0 7,4 5 a5 
i183 /Es | 14 100,0 71,4 733 53 » 
14 /Es 2,5 133,0 53,2 1,2 55 +s 
15 /E, 2,15 201,5 93,7 7,4 a9 of 
16 /E, 1,99 123,3 68,9 7,6 ro “5 
17 /E, 1,9 153,0 80,5 7,3 » ” 
18 /E, 2,4 156,0 65,0 7,6 op % 
19 /E, | 1,74 she! 1,9 6,5 3 Be 
20 /Es | 1,55 | 135,0 87,1 7,4 5 * 
21 /E, 2,5 190,0 76,0 7,8 x D 
22 /E, 2,25 193,0 85,8 7,6 a 55 
23 /Es 2,43 162,0 66,7 7,0 be oh 
24 Schon. 192 0,72 35,0 48,6 7,5 oa 29 
25 192/E, 1,46 50,0 34,3 7,4 Bs 3 
26 /E, i 1,46 60,0 41,1 7,4 5 a 
27 326 2,6 48,0 18,5 7,4 & . 
28 327 3,0 18,0 6,0 8,2 nach Acetamid 
29 Wal. 679 (GL.) 2,9 T1g0) 24,5 igo hefig, fruchtig 
30 |Wal. 679 (NaNO,) 2,81 46,0 16,4 7,5 > > 
31 116 2,34 50,0. 21,4 7,4 3 fy 
By 116/E, 2,8 re Stay } 7,4 | ty) 99 
33 /E. 3,6 118,0 32,8 7,6 An 0 
34 330 2,8 94,0 33,6 7,3 5 5S 
35 330/E, 4,7 152,0 32,0 7,4 A ie 
36 /Es 4,0 172-0 43,0 7,4 Ps A 
37 /Es 3,4 115,0 34,0 | 7,4 A e 
38 /E, 4,0 0,7 0,175 7,4 | » > 
39 331 2,9 68,7 WA (ee ee ; 
40 |Act. X Ami. 634 3,24 18,0 5,5 6,8 | $3 -s 
41 |Act. X Wind. 731 1,63 35,0 21,5 7,4 ry es 
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praktisch kein Actinomycin. Da® jedoch ein Bildungsvermégen fir 
Actinomycin noch vorhanden ist, lieB sich an dem Stamm 330/E, zeigen, 

wo versucht wurde, auch nur geringste Mengen zu ernten. Aus 3 Litern 

Kulturfliissigkeit konnten 2 mg Actinomycin isoliert werden"! 


Charakterisierung der Actinomycine 
durch Gegenstromverteilung. 
Durch fraktionierte Gegenstromverteilung in der von GRUBHOFER 
(1949) beschriebenen 40stufigen Apparatur mit dem System 5,6%ige 
Salzsiure-Diathylather (BRocKMANN u. GRUBHOFER [1950 und 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Verteilungsdiagramm von Actinomycin C (330/F,). System Ather-Salzsiure (16° C). 


Abb. 3. Verteilungsdiagramm von Actinomycin C (1aU//2£,). System Methylbutylither-5 % ige 
wiBrige p-Xylolsulfonat-Lésung. (18° C). 


1951]) wurden die gewonnenen Actinomycine an Hand der sich dabei 
ergebenden Verteilungsdiagramme? charakterisiert. Abb. 2 zeigt ein 
derart gewonnenes Diagramm. Dieses System laBt keine weitere Tren- 
nung der sich zeigenden Komponenten durch Vermehrung der Stufenzahl 
zu, einmal wegen seines geringen Lisungsvermégens, zum andern, weil 
Actinomycin bereits wihrend der Verteilung von der Salzsiure ange- 
griffen wird und man deswegen nur wenige Stunden arbeiten kann. 

Die Actinomycine des Stammes Ja, seiner Varianten und Einspor- 
kulturen® zeigten in ihren Verteilungsdiagrammen alle dieselbe Zu- 
sammensetzung aus drei Komponenten, die spiter Actinomycin C,, C,, 


1 Wegen dieser geringen Menge konnten die Anteile der Komponenten hier- 
bei nicht bestimmt werden. 

* Die theoretischen Grundlagen der fraktionierten Gegenstromverteilung findet 
man eingehend dargestellt mit mathematischer Behandlung bei RavEN u. StTaMM 
(1949) und Karnson u. Hecker (1950). 

* Von den Actinomycinen der acht Einsporkulturen des Stammes /aU/E,—E, 
lie} Dr. GruBHorEeR dankenswerterweise die Gegenstromverteilungen ausfiihren. 
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C, genannt wurden: Hin kleines, oft nur wenig angedeutetes Vormaxi- 
mum (C,), ein Hauptmaximum (C,) und ein zweites, etwas kleineres 
Maximum (C;), wie in dem typischen Beispiel der Abb. 3 zu sehen ist. 
Die Identitat der Actinomycinpraparate wurde noch bestatigt durch den 
papierchromatogr aphischen Nachweis der sechs Aminosauren (vgl. BRooK- 
MANN, GRUBHOFER u. Mitarb. 1951), die fiir den Actinomycin-C- Komplex 
charakteristisch sind (in Abb. 4 die 6., 7. und 8. senkrechte Reihe). 

Die Bildung der verschiedenen Actinomycinkomponenten erwies sich 
damit sowohl quantitativ als auch qualitativ unter den gegebenen Be- 
dingungen als eine konstant 
erhaltene EKigenschaft bei den 
morphologisch stark unter- 
schiedlichen Variantentypen. 

Die Actinomycine der Stam- 
me 192, 326, 327 und Wal. 

679 erwiesen sich bei fraktio- 

nierter Gegenstromverteilung — Threonin 
undim Papierchromatogramm — Sarkosin 
identisch mit denen des Stam- 

mes Ja (Abb. 4; 2. und 4. iden- Prolin 
tisch mit 6.—8. Reihe von 
links). Demgegentiber unter- 
scheiden sich die Actinomycine 
der Stimme 1/6, 330, 331, apie 
wie das typische Diagramm 


Valin 


: Tsoleucin 
Abb. 2 z. B. zeigt, dadurch, 
daB von der Komponente des 
zweiten Hauptmaximums (C3) i RO ES 
mehr gebildet wird als bei den Abb. 4. Papierchromatogramm der Aminosauren 
be 4 von 8 Actinomycinpraparaten. Senkr. Reihen: 
anderen Stémmen. Damit be- 1. Act. X: Wind. 731; 2—8. Act. C: 2. Wal. 679; 


3. 330/B; 4. 192/E.; 5. 116/E,; 6. 1aG@M; 7. 1aG 


sitzen diese Praparate eine Sete 


mengenmaBige Zusammenset- 
zung der Komponenten, wie sie auch bei den Praparaten vorhanden ist, die 
Prof. BrockMANN freundlicherweise zur Verfiigung stellte, und die mit 
Glykokoll als Stickstoffquelle von dem Stamm Ja gewonnen waren. Auch 
bei dem schon genannten Stamm Wal. 679 erhielt man mit Glykokoll als 
Stickstoffquelle ein Actinomycin, dessen Diagramm dem des eben ge- 
nannten Praparates von Prof. BROCKMANN gleicht. Damit ist erwiesen, 
daB die mengenmafige Bildung von Actinomycin C, im Verhaltnis zu 
Actinomycin C, durch die Art der Stickstoffquelle in der geschilderten 
Weise beeinflu8t werden kann. 

In diesem Zusammenhang wurde noch versucht, ob sich bei dem 
Stamm /aU die Bildung der drei Actinomycinkomponenten durch. die 
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Tabelle 3. Charakterisieri 


Stamm 


a) Streptom 
Law 


1laG 


1aU/E,_, 
Strept. 
chrysom. 


192/E,» 


326 u. 327 
Wal. 679 


Aussehen auf Fliissigkeitskultur, 
NaNO, als N- Quelle 


yces chrysomallus-Gruppe. 


Mycelhaut runzlig, faltig, geschlossen, 
diinn, in sich beweglich, unterseits 
weiBlich. Luftmycel mehlig, kreidig 


weiB, Kulturlsg. ganz hell karamel- | 


farbig. 


Mycelhaut warzig, faltig, geschlossen, 
diinn, luftmycelfrei, glasig, schwach 
gelblich. Kulturlsg. hell karamelfar- 
big bis gelblich. 


Mycelhaut warzig, faltig, geschlossen, | 


diinn, unterseits gelb. Luftmycel meh- 
lig, kreidig weiB. Kulturlsg. gelb bis 
orange. 


Mycelhaut warzig, faltig, geschlossen, 
oberseits hellgelblich, unterseits star- 


ker gelb. Luftmycel kreidig weiB, meh- | 


lig, Kulturlsg. orange. 


Mycelhaut warzig, stark kérnig, ge- 
schlossen, hell gelblich. Luftmycel 
mehlig, weiB. Kulturlsg. karamel- 
farbig. 


Wie Stamm 792. 


Myceldecke faltig, kérnig diinn, ge- 
schlossen, unterseits gelb. Luftmycel 
mehlig, weif. Kulturlésg. gelb bis 
schwach orange. 


b) Gruppe vom Typ: Stamm 330. 


116/E, 


116/B, 


Myceldecke geschlossen, glatt, leder- 
artig, unterseits farblos. Luftmycel 
samtartig, kreidig weif. Kulturlésg. 
hell karamelfarbig. 


Myceldecke geschlossen, _lederartig, 
oberseits schwach warzig, von unten 
gelb. Luftmycel anfangs wei, spiter 
gelblich samtartig. Kulturlésg. gelb- 
orange. 


Aussehen auf Agarnihrbéden, 
| Glykokoll + Hefekochsaft 


| Mycel runzlig, faltig, ganz diinn, ni 
| fest zusammenhangend, weich, lei 
-ablésbar, unterseits weiBlich. Li 
mycel mehlig, kreidig wei8, Agar - 
gefarbt. 


Mycel pustelig, faltig, schwach ge 
lich, luftmycelfrei, glasig. Agar ge 
lichbraun verfarbt. 


Mycel faltig, hellgelb, unterseits st: 
ker gelb, leicht ablésbar. Luftmy 
kreidig weiB, mehlig. Agar goldg: 
gefarbt. 


Myecel faltig, hellgelb, unterseits st 
ker gelb, leicht ablésbar. Luftmy 
kreidig, mehlig. Agar goldgelb gefar 


| Mycel diinn, faltig, unterseits hell ge 


lich, leicht ablésbar. Luftmycel me 
lig, weiB. Agar gelb gefarbt. 


Mycel k6rnig, faltig, diinn, gelbli 
leicht ablésbar. Luftmycel mehlig we 
Agar gelb gefarbt. 


Mycel warzig, faltig, lederartig, he 
grau bis schwach olivgriin. Luftmy 
mehlig bis samtartig, weiB. Agar he 
grau bis schwach olivgriin. 


Mycel gelb mit Stich ins olivgrin 
lederartig. Luftmycel samtartig, we 
bis hellgelblich. Agar gelb-orange | 
farbt. 
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er Actinomycin bildenden Stimme. 


Starkeagar 


Lofflers 
Serumnahrboden 
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Nitritbildung 
aus Nitrat 


fycel ganz hell 
elblich,  faltig. 
auftmycel meh- 
ig. Amylolyt. 
Zone: 1,7 cm. 
Mycel gelb, faltig, 
lasig, luftmycel- 
tei, Amylolyt. 
Zone: 1,3 cm 


Mycel hellgelbl., | 


altig. Luftmycel 
veiB, mehlig. 
Amylolyt. 

Zone: 1,2 cm. 


Mycel gelb, fal- 
ig. Luftm. weiB 
Amylolyt. 

Zone: 1,2 cm. 


Mycel gelb, fal- 
tig. Wenig Luft- 
mycel, mehlig. 
Amylolyt. 

Zone: 1,4 cm. 


Mycel gelb, fal- 
tig. Wenig Luft- 
mycel, mehlig. 
Amylolit. 

Zone: 1,4 cm. 


Mycel farbl. glatt. 
Luftm.samtartig, 
weiBl. bis rosa. 
Amylolyt. 

Zone: 1,5 cm. 


Mycel glatt gelbl. 
Luftm. dicht, 
gelbl. bis rosa. 
Amylolyt. 

Zone: 1,3 cm. 


“ 


Milchagar Celatine: 
verfllissigung 

Mycel wie  bei| Zone a: 
Starkeagar. | 1,4cm. 
Proteolyt. | Zone b: 

| Zone: 1 mm. | 5,5 cm. 
Mycel wie  bei| nicht ange- 
Starkeagar. wachsen. 
Proteolyt. 

Zone: 3 mm. | 

Mycel wie  bei| Zone a: 
Starkeagar. 1,3 cm 

| Proteolyt. | Zone b: 

| Zone: 1 mm. | 5,3 em 
Mycel gelbl. fal- | Zone a: 
tig, nackt. | 1,4 cm 
Proteolyt. Zone b: 
Zone: 6 mm. 5,5 em 
Mycel wie bei | Zone a: 
Starkeagar. 2 cm. 
Proteolyt. Zone | Zone b: 
nur unter Mycel.| 4,5 cm 
Mycel wie bei) Zone a: 
Starkeagar. 1,4 cm 
Proteolyt. Zone | Zone b: 
nur unter Mycel.| fest. 

| Mycel farbl. fal- | Zone a: 
tig. Luftm. weiB. 1,9 cm 
Proteolyt. Zone b: 
Zone: 9 mm. 8 cm. 

| Mycel faltig, Zone a: 
orange. Luftm. 1,5 em 
dicht hellgelbl. | Zone b: 

_ Proteolyt. fest. 
Zone: 9 mm. 


frei, runzlig. 
| Keine Verfliissi- 
gung. 


Mycel luftmycel- 
| frei, runzlig, gelb. 
Verfliissigung. 


Mycel luftmycel- 
frei, runzlig, gelb, 
| keine Verfliissi- 


| gung. 


Mycel luftmycel- 
frei, runzlig, gelb, 
keine Verfliissi- 


gung. 


| Mycel luftmycel- 
frei, runzlig, gelb, 
keine Verfliissi- 


gung. 


| Mycel luftmycel- 
| frei, runzlig, gelb, 
keine Verfliissi- 


| gung. 


| frei, weiB, faltig. 


| Verfliissigung. 


| Mycel luftmycel- 
‘frei, gelb, faltig. 
_Schwache Ver- 
'fliissigung. 

| 


| Mycel luftmycel- | 


Nach 10 Tagen: 
negativ , nach 
20 Tagen: positiv. 


Nach 10 Tagen: 
sehr schwach, 
nach 20 Tagen: 
negativ. 

Nach 10 Tagen: 
positiv, nach 


| 20 Tagen: positiv 


(submerse 
Flocken). 


Nach 10 Tagen: 
schwach positiv, 
nach 20 Tagen: 
schwach po. (sub- 
merse Flocken). 


Nach 10 Tagen: 
sehr schwach, 
nach 20 Tagen: 
positiv (submerse 
Flocken). 


Nach 10 Tagen: 
schwach positiv, 
nach 20 Tagen: 


| positiv (sub- 


merse Flocken). 


| Mycel luftmycel- | Nach 10 Tagen: 


negativ, nach 
20 Tagen: nega- 


| tiv. 


Nach 10 Tagen: 
negativ, 


|nach 20 Tagen: 
| negativ. 
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Tabelle 3° 
| - - 
| Aussehen auf Fliissigkeitskultur, | Aussehen auf Agarnihrbéden, 
Stamm. | NaNO, als N- Quelle Glykokoll + Hefekochsaft 


ee eee 

330/E;-, | Myceldecke geschlossen, _lederartig, | Mycel lederartig, eben, unterseits gelll 

_glatt, von unten gelblich orange. Luft- | orange. Luftmycel samtartig, hek 

mycel samtartig, anfangs weiB, spater gelblich. Agar goldgelb bis orange gs 
hellgelblich. Kulturlésg. orange bis _ farbt. 


' gelblichbraun. 
330/E Wie Stamm 116/2,. Wie St-mm 116/£,. 
331 Wie Stamm 116/2). Wie Stamm 116/2,. 


c) Gruppe der Actinomycin X-Bildner. 


Wind. 731 | Myceldecke geschlossen,kérnig,warzig, | Mycel kérnig, warzig, gelb. Luftmyer 
| karamelfarbig. Luftmycel nur stellen- | anfangs weiB, spater mausgrau mi 
_weise, weiB, mehlig. Kulturlisg. gelb- | Stich ins Rotbraun. Agar gelblich b 
| lich bis r6tlichbraun. braunlich. 


i 
Ami. 634 | Myceldecke geschlossen, kérnig, leder- | Myceldecke eben, unterseits gelblich 
artig, von unten gelblich-braun. Luft- | braunlich. Luftmycel anfangs weil 
mycel anfangs weiB, spater hellgelb- | dann hellgelblich. Agar braunlich ve 
lich, samtartig. Kulturlésg. mittel- | farbt. 
| braun. 


Der Stamm la — Streptomyces chrysomallus — ist zuerst von LINDENBEIN 
(1952) beschrieben worden. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit zum Vergleich der 
Stémme untereinander nur solche Kriterien gewahlt, die sich zur Aufweisung ein- 
deutiger Unterschiede als brauchbar erwiesen hatten. Alle Proben wurden an zwei 
Parallelkulturen durchgefiihrt (Brutraumtemperatur 28° C). 

Nitritbildung aus Nitrat. Priifung nach 10 und 20 Tagen durch Zusatz von 
Sulfanilsiure und «-Naphthylamin zu salzsaurer Kulturlésung. Bei den Stammen 
116/E\_»,330/E,_, und 331 war die Probe jedesmal eindeutig negativ. Bei den 
ubrigen Stimmen war die Nitritbildung um so starker, je mehr submers wach- 
sendes Mycel vorhanden war. Die Méglichkeit der Anhiufung von Nitrit aus_ 
Nitrat ist demnach durch Submersmycel besonders gegeben. Aus dem negativen Aus- 


komplexe Stickstoffquelle Liebigs Fleischextrakt beeinflussen lieB. Es er- 
gab sich lediglich ein ungiinstiger EinfluB auf die gebildete Actinomycin- 
menge (Tab. 2; Nr. 19, NaNO,-Parallelkultur Nr. 18). Das Verteilungs- 
diagramm gleicht dem der NaNO,-Parallelkultur. 

Die Stéamme //6, 330 und 33/7 unterscheiden sich von den tibrigen hin- 
sichtlich ihrer Actinomycine dadurch, daf sie auch mit NaNO, als Stick- 
stoffquelle soviel Actinomycin C, bilden wie die andern nur mit Glykokoll 
(Abb. 2). 

Betrachtet man die Tatsache, daB alle aufgefundenen Actinomycin-C- 
bildenden Streptomyces-Stimme Actinomycine mit den geschilderten drei 
Komponenten bilden, so erscheint es in Zukunft notwendig, alle auf- 
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ptarkeagar Milchagar | Gelati ne- Lofflers Nitritbildung 
verfliissigung Serumnéhrboden | aus Nitrat 
: | | | 
ycel glatt gelbl.| Mycel faltig, Zone a: _Mycel luftmycel- Nach 10 Tagen: 
tm. dicht, | orange. Luftm. | 1,2 cm. frei, faltig, gold-| negativ, nach 
. bis rosa.) dicht hellgelbl. | Zone b: _gelb. Verfliissi- 20 Tagen: nega- 
ylolyt | Proteolyt. jaarve cris | gung. tiv. 
one: 1,4 em | Zone: 9mm, 
ie 116 FE, Wie 116/F,. . Wi? 116'H,. | Wie 116'B,. Wie 116'E,. 
Wie 116/E,. | Wie 176/F,. | Wie 116,H#,. | Wie 116/E,. | Wie 116/F,. 
Mycel faltig,farb-| Mycel wie bei! Keine Verfl. | Mycel luftmycel- | Nach 10 Tagen: 


os. Luftm. meh- 


Starkeagar. Agar | Gelatine dun- 


frei, runzlig, dkl.- 


| hegativ, nach 


ig, weiB. Amylo-| gebraunt. Proteo- | kelbraun ge-| braun bis gelbl.- | 20 Tagen: posi- 
yt. Zone: 1,3. cm.) lyt. Zone: nur | farbt. oliv. Nahrboden | tiv (submerse 
unter Mycel. | dkl-braun, keine | Flocken). 


Mycel farbl. bis 
chwach gelb. 
saftm. samtar- 
ig, weibl.-rosa. 
Amylolyt. Zone: 
).4 cm. 


| mycel weiB. Agar 


i lyt. Zone: 
unter Mycel. 


: Mycel farbl. Luft- | Zone a: 


0,6 cm. 


gebraunt. Proteo- | Zone b: 
nur | 


fest. 


| Verfliissigung. 


|Mycel dunkel- 

| braun. Luftmycel 
| mehlig, hellgrau, 
|Nahrbod. braun 
| bis olivgriin. 
Keine Verfl. 


|Nach 10 Tagen: 
negativ, nach 
20 Tagen: nega- 
tiv. 


fall der Probe laBt sich also nicht sicher schlieBen, daB ein Stamm kein Nitrit im 
Kulturmedium anhaufen kénnte, zumal sich das Bild auf einem andern Nahrboden’ 
andern kénnte. — Gelatineverfliissigung. Bei etwa der Halfte der Stamme zeigte 
die nach 10 Tagen abgelesene Gelatineverfliissigung 2 Stufen: a) 1—2.cm unter dem 
oberflachlich wachsenden Mycel war die Gelatine ditinnfliissig. b) Darunter, deut- 
lich abgesetzt, in einer Schichthéhe von 5—7 cm war die Gelatine honigartig dick- 
fliissig. Der untere Teil (etwa 2—4 cm) war noch fest. — Stdrkeagar. Nach 10 Tagen 
wurden die Platten mit Jod-Jodkalium auf den Starkeabbau gepriift. Die farblose, 
starkefreie Zone wurde vom Mycelrand aus gemessen. — Milchagar. Nach 10 Tagen 
wurde die GréBe der glasig-klaren Kaseinabbauzone vom Mycelrand aus gemessen. 


findbaren Actinomycine durch Verteilungschromatographie auf ihre Kin- 
heitlichkeit hin zu priifen. 

In systematischer Hinsicht ist hervorzuheben, daB von insgesamt 
zwolf Actinomycin-bildenden Staémmen aus verschiedensten Erdproben 
neun Actinomycin C (mit qualitativ gleichen Komponenten) bilden, wah- 
rend drei (Stamm Wind. 731, Ami.634 und Stamm Sétenich 3 von 
Lince [1951)) Actinomycin X bilden. 

Die mégliche Identitat der Praparate von den Stémmen Wind. 731 und Ami.634 
mit Actinomycin X wurde auf Grund folgender Kriterien angenommen: 1. Gleich- 
heit der Kristallform aus Athanol: rubinrote, rhombische Plattchen. 2. Auftreten 


einer gelben Modifikation beim Auskristallisieren aus Hssigester: lange, diinne, 
- seidig glinzende, gelbe Nadeln. 3. Fehlen des Isoleucinfleckes im Papierchromato- 


gramm (fiir Wind. 731 Abb. 3). 
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Man darf nach allem wohl vermuten, daB die Zahl der in der Natur 
vorkommenden, verschiedenen Actinomycine mit ihren Komponenten 
keine beliebige ist, sondern daf nur einige, bestimmte Bautypen vor- 
kommen. 

In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, daB nicht nur 
die gebildeten Actinomycine (C und X) sich unterscheiden, sondern auch 
die Stiimme in ihren physiologischen Anspriichen fiir diese Bildung (fiir 
Actinomycin X: Liner [1951'). Alle Actinomycin-C-bildenden Stamme 
produzieren am besten mit NaNO, als Stickstoffquelle. Demgegeniiber 
bilden die drei Actinomycin-X-bildenden Stamme auf NaNO, praktisch 
kein Actinomycin X, wohl aber mit Glykokoll und einem Zusatz (Hefe- 
kochsaft oder Sojaschrot). 

Die genauere Charakterisierung der verwendeten Kulturen (vgl. Tab.3) 
ergab, daB die drei Stéimme 116, 330 und 331 einander morphologisch 
und physiologisch auffallend ahnlich sind und deshalb eine Gruppe bilden, 
die von der der Stéimme Ja, 192, 326, 327 und Wal. 679 deutlich ver- 
schieden ist. Die letztgenannten Stimme zeigen alle Eigenschaften, wie 
sie fiir den Stamm /a zuerst von LINDENBEIN (1952) beschrieben wur- 
den (dessen begrifflich streng gefaBte Arbeit in terminologischer und 
systematischer Hinsicht wichtig ist), und diirfen damit wohl zu der 
Streptomyces chrysomallus-Gruppe zusammengefaBt werden. 


Tabelle 4. Ubersicht der Actinomycin-bildenden Stéimme. 


| | 


" Strept. chrysomallus-Gruppe. Stiimme 116, 330 Actinomycin 
Stamme 1a, 192, 326, 327 fi 3 hi . 
und Wal. 679 und 331-Gruppe X-bildende Stimme 


Mycelhaut diinn, runz- | Myceldecke, lederartig, |Mycel unterseits gelb- 
lig, nicht fest zus.hangend, | glatt, unterseits goldgelb- | braun; 
unterseits gelborange; orange ; 


Luftmycel stets diinn, | Luftmycel dicht, samt- | Luftmycel gelblich oder 
mehlig, weif. artig, kreidig, stets ent- | mausgrau. 

weder hellgelblich oder 
hellrosa gefiarbt. 


Unter 5% ActinomycinC | Uber 15% ActinomycinC 


im Mycel. | im Mycel. 

Gelatine und Lérruers | Gelatine und Lérriers | Gelatine und LOFFLERs. 

Serumnahrboden nicht | Serumnahrboden nicht Serumnéhrboden dunkel- 

gebraunt. | gebraunt. braun verfarbt. 

Caseinabbau schwach. | Caseinabbausehrstark. | Caseinabbau sehr 
schwach. 

Act. C-Bildung am besten | Act. C-Bildung am besten | Act. X-Bildung nicht mit 

mit NaNOs. mit NaNO,. NaNOg,, sondern mit Gly- 


kokoll und Zusatz. 


Act.-Typ bei NaNO: Act.-Typ bei NaNO,: 
Abb. 3. Abb. 2. 
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Die zwanglose Gruppierung, welche sich in dieser Weise ergab, ist in 
ab. 4 noch einmal kurz aufgefiihrt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Kine Methode, Suspensionen von Einzelsporen von Streptomyces-Arten 
zu gewinnen, wird beschrieben. 
Die Anzahl Varianten aus Einzelsporen bei vier Streptomyces-Arten 
betrug etwa 2—3 auf 100 Normaltypen. 
Mit dem Mikromanipulator gewonnene Einsporkulturen Actinomycin- 
C-bildender Stiémme ergaben Ausbeuteverbesserungen von Actinomy- 
cin C. 
- Die Actinomycine © der Einsporkulturen zeigten bei fraktionierter 
Gegenstromverteilung die gleiche Zusammensetzung aus drei Kompo- 
nenten: Actinomycin C,, C,, C,. wie die Ausgangskulturen. 
_ Die Bildung der Menge von Actinomycin C, im Verhaltnis zu C, erwies 
sich in gewissem Grade abhangig von der Art der Stickstoffquelle. 

‘ Yon zwolf Actinomycin-bildenden Streptomyces-Staémmen verschie- 
dener Herkunft produzieren neun Actinomycin C mit qualitativ gleichen 
Komponenten und drei Actinomycin X. 

Meinen verehrten Lehrern, den Herren Prof. Dr. Rippet und Prof. Dr. Brock- 


MANN, danke ich fiir Anregungen und Unterstiitzung bei der Darchfiihrung der 
vorliegenden Arbeit. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Versuchs- und Forschungsanstalt 
fiir Wein-, Obst- und Gartenbau, Geisenheim a. Rh.) 


Die Bedeutung der Apiculatus-Hefen fiir die Girtatigkeit 
der echten Weinhefen in zuckerreichen Mosten. 


Von 
HEINRICH SCHULLE. 


Mit 2 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 4. Dezember 1952.) 


Wie K. Krormer u. G. Krumpuotz berichteten, sind die zugespitz- 
ten oder Apiculatus-Hefen (Gattung Kloeckeraspora Niehaus = Gattung 
Kloeckera Janke) befahigt, sich auch in hochkonzentrierten Mosten zu 
entwickeln. NrrHavs bestiitigte diese Angabe. Er stellte fest, dai Api- 
culatus-Hefen ihre Lebenstitigkeit allgemein noch bei emem Zucker- 
gehalt von 520 g/l mehr oder weniger gut ausiiben kénnen und daf ein 
Stamm, den er wegen dieses auSergewohnlichen Verhaltens einer be- 
sonderen Art, Kloeckeraspora osmophila, zuordnete, sogar noch in Saften 
mit etwa 600 g/l Zucker zur Entwicklung und Garung kommt. 

Unter diesen Umstiinden erschien es reizvoll, zu untersuchen, welche 
Wirkung die zugespitzten Hefen auf die Gartitigkeit der echten Wein- 
hefe (Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus) in zuckerreichen Mosten 
haben. 


I. Bisherige Erkenntnisse tiber die Wirkungen der zugespitzten Hefen. 

Allgemein werden die zugespitzten Hefen als ungeeignet, ja sogar als schidlich 
fiir die Weinbereitung angesehen. Dies ist einmal darauf zuriickzufiihren, daB von 
ihnen durchschnittlich nur geringe Alkoholmengen, namlich 4—4,5 Vol.% 
(Routine, Mttier-THurGAv 1907), von einzelnen Stiimmen der Kloeckeraspora 
osmophila bis 7,5 Vol.% (Nimuaus) gebildet werden, also keine fiir die geschmack- 
liche und gesundheitliche Entwicklung des Weins notwendige Vergirung erreicht 
wird. 

Kin zweiter Grund fiir die Beurteilung der A piculatus-Hefen liegt in der Bildung 
fliichtiger Saiuren. Wie schon AMrHoR, SEIFERT sowie MULLER-THuRGAU (1897) 
festgestellt haben, werden durchschnittlich 0,9—1,2 g/l fliichtige SAuren ent- 
wickelt und zwar Essigsiure, Ameisensiure und eine noch unbekannte Saure, 
ferner verschiedene fliichtige Ester. In zuckerreichen Saften, denen hier unsere 
besondere Aufmerksamkeit gelten soll, ist die Bildung dieser Stoffe noch stirker. 
Nrenaus (8.127) stellte fest, daB ,,mit Zunahme des Zuckergehalts einer Nahr- 
lésung die Menge der gebildeten fliichtigen Siure zunimmt‘, und bestatigte damit 
die gleichen Angaben von R. von DER HetpeE und Srtss. 

Die zuletzt genannten Stoffwechselerzeugnisse sind fiir unsere Weine nicht nur 
als Geruchsstoff unerwiinscht, sondern auch wegen ihres nachteiligen Hin- 
flusses auf die Garleistung der echten Weinhefen, auf den besonders M@'LLER- 
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THuRGAU (1895, 1897) hingewiesen hat. Dieser Forscher stellte eine Reihe von 
Vergleichsversuchen an, bei denen er verschiedene echte Weinhefen und A piculatus- 
Hefen teils fiir sich, teils im Gemisch von gleichen Mengen beider in Trauben- oder 
Obstsafte normaler Zusammensetzung einsate. Es zeigte sich stets, daB die Garung 
in den mit Hefegemischen versetzten Saften anfangs sehr gehemmt wurde. Dabei 
war die Beeintrachtigung des Garvermégens bei schwachgirenden Kulturhefen 
starker als bei kraftigeren. Da sich die zugespitzten Hefen in alkoholarmen Fliissig- 
keiten besonders lebhaft vermehren, wirken die von ihnen gebildeten Stoffe offen- 
bar zu Beginn der Garung noch starker hemmend. Erst nach langerer Zeit, wenn 
sich die Lebensbedingungen der Apiculatus-Hefen infolge Bildung einer groReren 
Menge Alkohol verschlechtern und die echten Weinhefen die Oberhand gewinnen, 
wird die Garhemmung allmahlich ausgeglichen. In den Versuchen von MiLuEr- 
_THURGAU erreichten die Hefengemische erst nach 50—120 Tagen die Leistung der 
Kulturhefen. Es sei hier auf das Kurvenbild hingewiesen, das ScHanpERL (1936, 
8. 58 u. 1950, S. 182) nach einem dieser Versuche gezeichnet hat und das uns die 
garhemmende Wirkung der zugespitzten Hefen recht anschaulich macht. 

MULier-THurcav hat aus seinen Versuchen gefolgert, daB es zur Erreichung 
einer schnellen und vollstandigen Vergirung von Obst- und Traubensaften not- 
wendig sei, dafi die garkraftigen echten Weinhefen in méglichst grofer Zahl vor- 

‘handen sind. Auf diese Weise lasse sich jener bei Tischweinen unerwiinschte grofe 

Rest unvergorenen Zuckers, der auch einen giinstigen Nahrboden fiir verschiedene 
Weinkrankheiten abgebe, sowie der durch hohen Gehalt an fliichtigen Siuren be- 
dingte unreine Garton vermeiden. 

Auf Grund dieser Erkenntnisse hat man die Mitwirkung der A piculatus-Hefen 
bei der Weinbereitung allgemein als groBen Nachteil angesehen. Auch die Forde- 
rung der Anwendung des Reingirverfahrens mit reingeziichteten Kulturhefen 
wurde mit den gleichen Beweisen begriindet. Im Gegensatz zu diesen theoretischen 
Folgerungen steht jedoch die Erfahrung der praktischen Kellerwirte, die ihre 
Moste fast ausschlieBlich allein mit den natiirlichen Higenhefen, also zweifellos 
unter Mitwirkung zugespitzter Hefen, vergiren lassen. Es soll Aufgabe der im 
folgenden geschilderten Untersuchungen sein, zur Klarung dieses Widerspruches, 
auf den C. von DER HEIDE (1922, 8S. 93) hinwies, beizutragen. 


II. Eigene Versuche. 

Bei meinen Versuchen iiber das Zusammenwirken von Hefen der Gat- 
tung Saccharomyces und der Untergattung Zygosaccharomyces in zucker- 
reichen Mosten (SCHULLE) hatte sich ergeben, dai die Garleistung von 
Hefegemischen in hohem MaBe vom Mengenverhaltnis der Gemischpart- 
ner abhangt, und zwar sowohl geférdert als auch gehemmt werden kann. 
Mixier-TuurGavu hatte den EinfluB der zugespitzten Hefen auf die 
Garung nur in dem einen Fall untersucht, da die echte Weinhefe und 
die Apiculatus-Hefe in annihernd gleichen Mengen zusammentreffen. 
Tatsachlich diirfte jedoch vielfach gar nicht mit einer so groBen An- 
zahl von Apiculatus-Hefen zu rechnen sein, vor allem nicht in zucker- 
reichen Mosten. Wir wissen zwar, daB sich die zugespitzten Hefen 
schneller als die echten Weinhefen vermehren. Anderseits beeinflubt 
jedoch ein hoherer Zuckergehalt des Mostes ihre Entwicklung nicht un- 
wesentlich. Ebenso werden sie bereits durch geringere Gaben von 


schwefliger Siure in ihrer Entwicklung zuriickgehalten als die echten 
23* 
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Weinhefen (Miiier-THurcau 1898, 8.74; Nrewaus, 8. 131). Es darf|! 
daher angenommen werden, daf der Anteil der Apiculatus-Hefen an der 
natiirlichen Mostflora der zur Vergirung kommenden Moste mitunter | 
nicht sehr groB ist. Es galt deshalb vor allem, auch den Kinflu8 geringer 
Mengen von zugespitzten Hefen auf die Garung zu untersuchen. 


Versuchsanordnung. Gleiche Mengen eines mit Rohrzucker auf etwa 175° 
Oechsle aufgezuckerten Traubensaftes wurden in Rollflaschen von 500 cm® Fassungs- 
vermégen abgefiillt, dreimal im Dampftopf sterilisiert und darauf mit Hefen be- 
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Abb. 1. Beeinflussung der Giirleistung der Kulturhefe Geisenheim 1933 durch eine Apiculatus-Hefe 
in Gemischen verschiedener Zusammensetzung. Einzelheiten im Text. 


impft. Hierzu wurden die Reinzuchthefen Geisenheim 1933 und Rioja Tempranillo, 
beides sehr leistungsfahige Rassen der Geisenheimer Sammlung, ferner ein 1938 
von R. Dvornik reingeziichteter Stamm von Kloeckeraspora apiculata mit mitt- 
lerer Gairkraft verwendet. Die Hefen wurden in Traubensaft vermehrt, nach 8 Tagen 
in einer THomaAschen Zihlkammer ausgezaihlt und dann in bestimmten Anteilen in 
die einzelnen Versuchsflaschen eingesait. Die darauf mit Garaufsitzen verschlosse- 
nen GefaiBe wurden wihrend der Dauer des Versuches in einem Brutschrank bei 
27° C aufbewahrt. Der Garverlauf wurde durch Wagung verfolgt und zum Schlu8 
durch Bestimmung des Alkoholgehaltes iiberpriift. 

Bei einer ersten Versuchsreihe wurden in die einzelnen je 250 cm? auf- 
gezuckerten 1940er Traubensaft mit 176° Oechsle und 8.5 g/l Gesamtsiure ent- 
haltenden Gargefai®e eingesit: 
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Nr. 1: 142 Millionen Hefezellen von Geisenheim 
Nr. 2: 118 Mill. Zellen von Geisenheim und 24 Mill. Zellen von Kloeckeraspora 
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Wie Abb. 1 zeigt, setzte die Garung in allen Flaschen bald ein und 
verlief dann mit verschiedener Stiirke, doch tiberall regelmaBig. Be- 
merkenswert ist, da die mit einer geringen Beimischung von A piculatus- 
Hefen versehenen Safte, Nr. 2 und Nr. 3 des Versuchs, lebhafter an- 
goren und dauernd einen hoheren Vergarungsgrad aufwiesen als die nur 
mit der echten Weinhefe beimpfte Nr. 1. Letzterer gegeniiber blieb dagegen 
die gleiche Menge von Kultur- bzw. Apiculatus-Hefe enthaltende Nr. 4 
zurick, desgleichen die mit einer Uberzahl von zugespitzten Hefen be- 
impfte Nr. 5, welche die Leistung der in Nr. 6 allein vorhandenen A pi- 
culatus-Hefe schon nicht mehr ganz erreichen konnte. Die Reihenfolge 
_ der Hefegemische entsprach also genau den in ihnen enthaltenen An- 
teilen von zugespitzter Hefe. Dies wurde auch durch die 56 Tage nach 
Versuchsbeginn festgestellten Alkoholausbeuten bestiatigt : 

Nr. 1: 9,5 Vol%, Nr. 2: 10,4 Vol%, Nr. 3: 9,8 Vol%, Nr. 4: 8,8 Vol%, Nr. 5: 
7,0 Vol%, Nr. 6: 7,3 Vol%. 

Durch dieses Versuchsergebnis wurden die Beobachtungen von 
MULLER-THURGAU, nach welchen Hefegemische mit grofen Anteilen von 
Apiculatus-Hefe die Giarleistung der echten Weinhefe beeintrachtigen, 
auch bei Mosten mit hoher Zuckerkonzentration bestitigt. Gleichzeitig 
_zeigte sich aber, daB bei Gegenwart einer kleinen Menge von zugespitzten 
Hefen eine Férderung der Gdrung erfolgt. Die Wirkung der Apiculatus- 
Hefe ist also in ahnlicher Weise wie diejenige von Zygosaccharomyces 
(ScHULLE) vom Mengenverhiltnis der Gemischpartner abhangig. 

Um diese bisher noch nicht beschriebene fordernde Wirkung, welche geringe 
Mengen von zugespitzten Hefen auf die Garung einer echten Weinhefe ausiiben, 
zu bestatigen, wurde eine zweite Versuchsreihe angesetzt. Bei dieser wurde ein 


1939er Traubensaft verwendet, der nach Zuckerung 172° Oechsle und einem Gehalt 
von 9 g/l Saure aufwies. In je 300 cm* dieses Mostes wurden ausgesit: 


Nr. 1: 145 Millionen Hefezellen von Rioja Tempranillo 
Nr. 2: 121 Mill. Zellen von Rioja Tempranillo und 5 Mill. Kloeckeraspora-Zellen 
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Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist in Abb. 2 wiedergegeben. Die 
sich in der hohen Zuckerkonzentration weniger gut entwickelnde Rein- 
guchthefe Rioja Tempranillo (Nr. 1) bildete in 54 Tagen nur 7,7 Vol% 
Alkohol. Sie wurde von der zugespitzten Hefe (Nr. 6) — sobald sich diese 

in geringerer Menge eingesate Hefe geniigend vermehrt hatte — noch 


346 H. ScHULLE: 


erreicht. Alle Hefegemische iibertrafen jedoch mit ihrer Leistung die- 
jenige der Reingirung der Kulturhefe wiederum auffallend. Der hochste 
Vergirungsgrad wurde wie bei der vorigen Versuchsreihe durch das die 
geringste Menge Apiculatus-Hefe enhaltende Gemisch (Nr. 2) erreicht, 
das mit 10,4 Vol° Alkohol eine ganz wesentliche Steigerung der Garung 
erzielte. Auch die iibrigen Gemische erbrachten héhere Alkoholaus- 
beuten, nimlich Nr. 3: 9,0 Vol%, Nr. 4: 9,9 Vol% und Nr. 5: 9,4 Vol. 
Wenn hierbei die Abhangigkeit der Garleistung von der zahlenmaBigen 
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Abb. 2. Beeinflussung der Giirleistung der Kulturhefe Rioja Tempranillo durch kleine 
Beimischungen einer Apiculatus-Hefe. Hinzelheiten im Text. 


Zusammensetzung nicht so deutlich in Erscheinung trat, lag dies wahr- 
scheinlich daran, daB die A piculatus-Hefe groBe SproBverbiande gebildet 
hatte und infolgedessen nicht ganz genau abgemessen werden konnte. 
Immerhin lief sich das Ergebnis der ersten Versuchsreihe, nach welchem 
die Gartatigkeit einer echten Weinhefe durch eine geringe Beimischung 
von zugespitzten Hefen gefordert wird, einwandfrei bestitigen. 


III. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Zwei Ergebnisse unserer Giirversuche mit Sacc!aromyces-Kloecker- 
aspora-Gemischen sind besonders bemerkenswert: Bei Gegenwart groper 
Mengen von A piculatus-Hefen wird die Girtitigkeit gehemmt, durch geringe 
Beimischungen von zugespitzter Hefe wird sie gefordert. 
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Die Beeintrachtigung der Garleistung der echten Weinhefe galt seit 
ihrer Beobachtung durch M¢LLER-THURGAU als ein wesentliches Kennzeichen der 
Apiculatus-Hefe. Auf Grund unserer Versuche mu8 demgegeniiber darauf hin- 
gewiesen werden, dafs die Hemmwirkung nicht immer, sondern nur dann auftritt, 
wenn die zugespitzte Hefe in der Uberzahl vorhanden ist. Mit Abnahme ihrer 
Zahl werden die Alkoholausbeuten der Hefegemische immer gréSer, um alsdann 
die Leistung der allein giirenden Kulturhefe zu iibertreffen. In beiden Versuchs- 
_reihen wurden durch bestimmte Gemische kraftige Garungsforderungen be- 
wirkt; bei noch langsam ansteigender Girkurve konnten in beiden Fallen 10,4 Vol% 
Alkohol gemessen werden. Damit wurde der in Saften von 175° Oechsle nach (. 
VON DER Herve (1911) tiberhaupt erzielbare Endvergarungsgrad von etwa 11 Vol%, 
nahezu erreicht, wahrend die zum Vergleich dienenden Reingiarversuche mit 
_ Geisenheim nur 9,5 Vol%, mit Rioja Tempranillo nur 7,7 Vol% erbrachten. 

Durch dieses Versuchsergebnis hat die bis dahin theoretisch nicht 
recht verstandliche Tatsache, daf durch Spontangaérungen haufig 
_bessere Vergirungsgrade als bei Reingirungen erhalten werden, eine 
befriedigende Erklarung gefunden: Die in den natiirlichen Hefegemischen 
_zweifellos vorhandenen Apiculatus-Hefen wirken auf die echten Wein- 

hefen in der Weise anregend, daf} deren Gartatigkeit gefordert wird. 
Wenn sich diese Garungsforderung, wie es bei der Spontangiérung von 
Saften mit normalem Zuckergehalt in der Regel beobachtet wird, nur 
zum Beginn der Garung zeigt, liegt dies daran, daf hier die echten Wein- 
hefen im allgemeinen nicht an der vollstaéndigen Vergirung des vorhan- 
denen Zuckers gehindert werden. In den schwerer vergarbaren Mosten 
mit hohem Zuckergehalt ist die Hefe dagegen von Anfang an durch die 
Zuackerkonzentration und gegen Ende der Hauptgarung aufierdem durch 
den steigenden Luftmangel, die Kohlensiure-Ubersattigung und den Alko- 
holgehalt beeintrachtigt: die von den A piculatus- bzw. anderen ,,wilden* 
Hefen ausgehende Anregung tritt daher weiterhin in Erscheinung. 

Als Ursache fiir die girungshemmende bzw. -fordernde Wirkung der 
zugespitzten Hefe wird man wohl Stoffwechselabscheidungen ansehen 
diirfen. Was die fliichtige Saure anbetrifft, so wurde bei den Hefe- 
gemischen, bei denen eine Verminderung der Gartitigkeit zu beobachten 
war, keine wesentliche Zunahme festgestellt. Beriicksichtigt man ferner, 
daB erst bei einem Gehalt von 2 g Essigsiure im Liter Garst6rungen zu 
erwarten sind, so wird man die fliichtige Saure allein nicht fiir die Gar- 
hemmungen verantwortlich machen diirfen. Auch bei den Gemischen, 
die eine hdhere Alkoholausbeute als die Reingirung gezeigt hatten, wur- 
den nur kaum meBbare bzw. noch in der Fehlergrenze liegende Zunahmen 
an fliichtiger Saiure gefunden. So wird man die Garungsforderungen, 
wenn tiberhaupt auf diese Weise, nur durch eine stimulierende Wirkung 
der geringfiigigen Mengen fliichtiger Siure erklaren konnen, Mit der 
gleichen Berechtigurg wird man aber auch an andere Stoffe denken 
diirfen. Die Frage nach der Natur der die Garung beeinflussenden Stoff- 
wechselprodukte bleibt jedenfalls noch unbeantwortet. 


: 
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In die praktische Kellerwirtschaft lassen sich unsere Versuchsergebnisse nur 
mit gewissen Einschrankungen iibertragen. Wenn auch die Anzucht bestimmt zu- 
sammengesetzter Hefegemische und die Entkeimung des Mostes im grofen keine 
Schwierigkeiten bieten,1a8t sich doch das in den Versuchen angewandte Verfahren 
selbst nicht in die Praxis itibernehmen, da es bis heute noch sehr schwierig ist, 
gegebenenfalls durch Zugabe von siureabbauenden Bakterien den weiteren Aus- 
bau des Weines sicherzustellen. Immerhin geben auch die neuzeitlichen keller- 
wirtschaftlichen Verfahren weitgehende Méglichkeiten zur Verbesserung der Ga- 
rung. Dabei werden sich die neuen Erkenntnisse iiber die Bedeutung der A piculatus- 
Hefe fiir die Gartatigkeit der echten Weinhefe vorteilhaft auswerten lassen. Aber 
auch der Nachweis, da die absolute Reingirung der Spontangirung keineswegs 
iiberlegen ist, diirfte fiir den Kellerwirt von Wert sein. 


Zusammenfassung. 


Werden zuckerreiche Moste von Gemischen aus echten Weinhefen 
(Gattung Saccharomyces) und zugespitzten (A piculatus-)Hefen (Gattung 
Kloeckeraspora) vergoren, so ergibt sich je nach dem Mengenverhiltnis 
der beiden Gemischpartner eine gr6éBere oder geringere Alkoholausbeute, 
Wihrend die Leistung der echten Weinhefe durch eine Uberzahl von 
Apiculatus-Hefen herabgesetzt wird, wird sie in dem MaBe, als die Bei- 
mischung der zugespitzten Hefen zuriickgeht, mehr und mehr gefordert. 
Durch diese Befunde wird die bisher nicht recht verstandliche Tatsache 
geklairt, daB Spontangirungen mit A piculatus-Hefen enthaltenden natiir- 
lichen Hefegemischen haufig bessere Ergebnisse zeitigen als Reingirun- 
gen mit leistungsfaihiger Kulturhefe. 


Die vorstehende Arbeit berichtet iiber einen Teil der mir dank der Unter- 
stiitzung durch den Forschungsdienst in gréBerem Re hmen erméglichten Unter- 
suchungen tiber Hef gemische. Sie wurden 1941/42 im Geisenheimer Botanischen 
Institut durchgefiihrt. Dem Institutsvorstand, Herrn Prof. Dr. ScHanpERL, danke 
ich fiir manchen freundlichen Rat und Hilfe. 
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Antibiotics from higher fungi. 


By 
S. R. BOSE. 


(Hingegangen am 28. November 1952.) 


From the recent admirable review of antibiotics produced by fungi, by Brian 
it appears that “fungi are at present known to produce about 96 apparently distinct 
antibiotics; many of these have been obtained in crude form only and may subse- 
quently be found to be identical with others previously described. Only 57 have 
been well characterised; of these, 48 (33 from the genera Penicillium and Asper- 
gillus alone) have been obtained from Fungi imperfecti, 8 from Basidiomycetes and 
from Ascomycetes. There is little doubt that the lead at present held by the genera 
Penicillium and Aspergillus will be shortened in the next few years, and, in partic- 

ular, that an increasing number of well-characterised antibiotics from the Basidio- 
mycetes (Higher Fungi) is to be expected... Although some antibiotics may show 
similarities of chemical structure, in general they show no chemical unity as a class, 
many different types of structure being represented. It is noticeable, however, that 
nearly all are peg: soluble and only sparingly water-soluble, and that a high pro- 
portion are acidic.” 

A question is sometimes asked if antibiotics are in the nature of the 
enzymes. Antibiotics usually appear in the culture fluid not during the 
greatest activity of enzymes i.e., during the early period of fungus 
growth but at the declining phase of the fungus when it has grown old 
in the culture medium i. e., during the autolysis-stage of some of the 
fungal hyphae. So, they may be regarded as anti-enzymes. 

PERLMAN remarks that “‘although many studies have been made on the chemical 
changes, occurring during the growth of the fungi and production of penicillin, the 
information collected has not indicated at just what stage in the metabolism of the 
fungus penicillin is formed, and actually little more is known of the mechanism of 
penicillin formation than was known ten years ago.” 

At the start of antibiotic work of any fungus, great attention is to be 
paid to the selection of media, the proper temperature and the px value 
of the media. One should find out by experimentation carbon require- 
ments, nitrogen requirements, growth factors (vitamins) and mineral 
requirements (salts and trace elements) of the fungus. From this point 
of view the cornsteep liquor with added 2% glucose forms a very satis- 
factory medium as it contains a good number of amino acids like alanine, 
arginine, aspartic acid, cystine, glutamic acid, histidine etc., and vita- 
mins A, D, E, K, C and riboflavin and pyridoxine; the ash of cornsteep 
liquor contains a wealth of mineral nutrients, some in high proportion 
and others in very small amounts, details of which can be found in ad- 
mirable review of cornsteep liquor in ‘Cornsteep liquor in microbiology’ 
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in 1948 by LigeTr and KorrLer, Some mineral elements may function 
directly as constituents of enzymes (co-enzymes of BERTRAND of Paris} 
that are essential to fungus metabolism in general, for instance, phos- 
phatase is a zinc-containing enzyme (RoBrInson), others contribute to 
synthesis of the particular antibiotic or some mineral elements may act 
indirectly because they protect either the fungus from the harmful effects 
of toxic elements or the antibiotic from the destruction catalyzed by: 
other elements. We have got spectroscopic ash-analysis of some of our 
fungal mats through the kind help of the Professor-in-charge of Inorganic 
chemistry of the Calcutta University, Dr. P. B. Strcar; the analysis re- 
veals a wealth of mineral elements. We are constantly attempting varia- 
tion of the culture-media, as for example, by experimenting on the corn- 
steep liquor as a general medium with addition of trace elements or 
vitamins here and there, to get the best antibiotic production. 


The influence of radiation on strain-variation. 


This influence is very great, we have just begun experiments in this 
line to obtain higher potency from our fungi. By treating a culture-plate 
of Psalliota campestris (wild variety) with ultraviolet rays for fifteen 
minutes at a distance of 30 cm. from the lamp, we have obtained a 
strain (Psalliota campestris B) from the peripheral growth of the plate 
five days after irradiation, which shows distincty faster growth in our 
culture-flasks with better antibiotic zones. 


Importance of aeration and agitation in growth and antibiotic production, 


We have only recently (July, 1952) set up arrangements for shaking 
fungus-cultures in flasks. The advantage of agitation and continuous 
supply of air dissolved in the liquid is very great, pure oxygen is not as 
good a growth stimulant as air. 


JosLyN has stated at p. 272 that “in 1930, KLuyver suggested that dissimilatory 
processes may well serve as a source of raw material for the assimilatory processes, 
that is, that anabolic reactions may occur spontaneously if the proper initial sub- 
stances are provided by the catabolic activities of the cell... Subsequent studies in 
general reviewed by Ciirron (1946) have shown that definite quantitative relation- 
ships exist between the amount of a food stuff dissimilated and the amount assimil- 
ated by non-proliferating cells... Such investigation accounts for the validity of 
the new Danish process for growing yeast which makes use of an initial anerobic 
phase followed by aerobic phase of growth. These investigations and analyses, when 


extended, may have an intimate bearing on the larger problem of the biochemistry 
of growth.” 


Relationship between glucose and production of antibacterial substance. 


It appears (GRossBARD 1948) that carbohydrate decomposition is an essential 
factor for the production of antibiotic substance in sterilized soil by Penicillium 
patulum. Autoclaved composted wheatstraw when inoculated with Penicillium pa- 
tulum gave an antibiotic substance only in the presence of glucose (2%). Glucose or 
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other sources of carbohydrates such as wheat straw appear to be necessary for the 
manufacture of an antibiotic substance by Penicillium patulwm, at least in the steri- 
zed soil. It is tentatively suggested that, apart from altering the microflora, glu- 
cose may, in addition, induce the production of antibiotic substance in the soil not 
only by Penicillium patulum but also by other micro-organisms. But excess of glu- 
cose causes an increase of vegetative growth of the fungi while on the other hand a 
rapid decrease in antibiotic production. 

In our laboratory experience we find that glucose by itself in higher 
concentration above 2% in culture medium is antibacterial against com- 
mon human pathogenic bacteria like Staphylococcus, Streptococcus, ty- 
phoid and dysentry group of organisms. 


The Production of antibiotic substance in the soil. 

According to GrossBaRD (1951) ‘many of the micro-organisms which produce 
antibiotics on standard laboratory media were isolated from the soil. While the soil 
ean be regarded as their natural habitat, it does not necessarily follow that the anti- 
biotics associated with them will be formed on so poor a medium as is furnished by 
soil alone. It has been suggested that manuring might supply additional nutrients 
to induce antibiotic formation directly in the soil. Experiments in Britain have 
shown that certain saprophytes which are known to produce antibiotics on labora- 
tory media, will form an inhibitive agent when grown on materials, frequently em- 
ployed in agriculture as manures, such as straw, timothy, and bracken fern, which 
have been sterilized. It can be argued that organic manuring not only modifies the 
microflora but stimulates antibiotic formation in the soil... This effect is, however, 
dependent on the presence of an additional carbohydrate source in soil. Although 
great caution should be employed in drawing an analogy between results obtained 
in sterilized soil with those to be expected in the field, it is tentatively suggested 
that the manuring of soils with carbohydrate sources may under certain condition 
induce antibiotic formation also in not sterilized soil. Jacops and Nanpvi extracted 
the soil solution from not sterilized soils treated with glucose or straw and succeeded 
in demonstrating antibiotic activity in it.” 

Thus, the idea has gained ground that production of antibiotics is 
particularly characteristic of the soil habitat and that it is more common 
in these than, for instance, those characteristically parasitic on the aerial 
parts of higher plants. But I think this point of view needs revision, 
because Nemec has shown that extracts from several species of Poly- 
porus especially Polyporus sulfureus, growing on tall trees, are strongly 
antibiotic against B. coli and several workers (ROBBINS, Meyer, Kava- 
wacH, Harvey, Witkrss, Frorey, Boss, Cross etc) have extracted a 
number of antibiotics from the family of Polyporaceae which never grow 
direct from the soil but on logs, stumps and on trunks of living trees, 
and some of these antibiotics have been isolated in more or less pure form. 


Variation in antibiotic potency in different isolates of the same species 
of Hymenomycetes. 
In Marasmius campanella I have had the curious experience that iso- 
lation of the same species from the same host (the bark of the trunk of 


living Lagerostroemia flos-reginae tree in our college garden) gave in two 
: 24* 
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previous years 1949 and 1950, almost negative result but in 1951 and in 1955 
we have got clear lytic inhibition zones against Staphylococcus aureus anc 
B. typhosus; throughout it was grown in the same culturemedium under 
identical conditions (viz laboratory room temperature and pq value) 

Prnto-Lopss has tried to explain this difference of antibiotic power 
by referring to the nuclear condition of the mycelia in cultures i. e. 
whether they are in the haploid or diploid condition, as derived fron 
monosporous or polysporous cultures; he thinks that antibiotic power 
is determined genotypically, but I would remark that the number o: 
tests carried out by Pryro-Lopss are too small to allow a definite con- 
clusion. I might add that all my isolations of M.campanella for fou 
successive years (1949—1952) were of polysporous origin. 

In the case of Polystictus sanguineus (a scarlet red species), however. 
a monosporous isolate remained wholly submerged and uncoloured in 
the culture flasks of liquid pea-broth medium and 0,5°/, cornsteep me- 
dium and produced no oidia, and the antibiotic zones in test plates after 
26 days’ growth in pea-broth, were superior to those of polysporous origin. 
Antibiotics as growth-stimulants and the mode of action of such antibiotics. 

We have just begun animal experiments in this line, a large number 
of non-ruminant animals will have to be fed with crude filtrate of 
Psalliota campestris, as it has been found that our crude filtrate contains 
a small amount of vitamin B,, (Bengal Immunity, A. N. Bosx, personal 
communication). We are getting encouraging results with guinea pigs fed 
daily with 5ccm.of the filtrate,the animalsareappreciably gaining in weight. 


According to Brrp “antibiotics do not improve reproductive performance of 
chickens, and in the diet of ruminants they are detrimental rather than beneficial, 
presumably because of different internal ecology. Thus, their usefulness in the diet 
appears to be limited to growing non-ruminants... Not all the consequences of this 
new development in nutrition can be foreseen, but some are already visible. These 
include the need to change or qualify the accepted figures for requirement of known 
nutrients, the need to re-evaluate the importance of micro-organisms in the diges- 
tive tract of nonruminant, and the opportunity to increase materially the efficiency 
of meat production.‘* This discovery is incidental to the development of vitamin 
B,, concentrates from byproducts of antibiotic manufacture. Some of these are 
more effective than others in stimulating growth, and this extra effect can be traced 
to residual antibiotic. Coarss et al. hold that their laboratory ‘findings so far 
support the suggestion that the growth stimulating effect of antibiotics results from 
their suppression of micro-organisms detrimental to the host... Quite possibly, 
with chicks deprived of the animal protein factor or other vitamins antibiotics may 
stimulate growth also by creating in gut conditions more favourable to the syn- 
thesis and uptake of missing factors.” 


Antibacterial action of Psalliota campestris (L) Fries. 


The appropriate medium for production of antibiotic substance is corn- 
steep liquor i.e., cornsteep solids, 5.0 gm; dextrose, 20.0 gm;MnS0O,-5H,O 
0.2 gm; NaCl 0.5 gm; MgSO,-7 H,O 0.5 gm; FeSO,:7 H,O 10parts per 


a 
| Antibiotics from higher fungi. 353 
: 


million, water 1 litre. To this medium SorENsEN’s double phosphate 
buffer was added after adjusting the pq to 7.5 before autoclaving, the 
final py after autoclaving being usually in the vicinity of 6.2. Cornsteep 
culture-filtrate from a 22 days’ old culture gave inhibition zones of 20mm. 
against Staphylococcus aureus, 20mm. against Salmonella typhi and 
17mm. against Hscherichia coli after incubation at 37°C for 21 hours. 
Growth of the fungus in the’ liquid culture medium was entirely sub- 
merged during the first four weeks of growth. Antibiotic activity of cul- 
ture filtrate was evident usually after twenty-two days’ growth at room 
temperature (28° C—30° C) and persisted for a considerable length of the 
time up to 60 days. The px of the filtrate during the period of activity 
was 6.2. Seitz-filtering of the culture-filtrate had apparantly no lowering 
effect on potency. The active substance was thermostable, being able to 
withstand autoclaving at 15 lbs. pressure for 15 minutes. Storage at 
room temperature (25—30° C) had also apparently no bad effect, the 
potency of the culture-filtrate remaining unimpaired upto three months. 
The filtrate was active at py values ranging from 3.6 to 8.0, the optimum 
being from 5.8 to 6.2. 

Animal experiments showed that the crude cornsteep culture- 
filtrate was non-toxic to guinea pigs and white mice when injected intra- 
peritoneally. Oral administration of the culture-filtrate on men up to 
250 ccm. at a time had no perceptible ill effect. Our culture-filtrates were 
sent to the Central Drug Research Institute of Lucknow for fuller animal 
experiments and pharmacological test. From the report of the Director 
it appears “that in mice, rats, guinea pigs and rabbits the toxicity of the 
crude filtrate given in dosage of 1 ccm. in mice, 2 ccm. in rats, 3 ccm. in 
guinea pigs and 4/5 ccm. in rabbits did not produce any demonstrable 
toxic results. The general pharmacological action has also been studied; 
in dogs under phenobarbitone anaesthesis, intravenous administration 
of the filtrate upto 4ccm. did not cause any fall of blood pressure and. 
had no demonstrable effect on respiration. I am therefore of the opinion 
that you can consider this filtrate as fairly non-toxic. Penicillin, in such 
doses is also non-toxic, whereas, many other antibiotics, such as Strepto- 
mycin is not’. I am very grateful to the Director, Dr. B. MUKHERJEE, 
for this kind help. 

Clinical trials. Ampoules containing 2ccm. of the crude filtrate 
of Psalliota campestris were prepared aseptically and distributed for 
clinical trials. Arbitrarily, four ampoules a day were given to each typhoid 
patient for oral administration. So far, seventeen cases of typhoid were 
available for treatment, and of these, six were sereologically positive and 
the rest were clinically diagnosised. They all responded well to the drug. 

Topical application to gynaecological wounds of two hospital patients 
gave very encouraging results. . 
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Concentration of the crude filtrate of Psalliota campestris. 
Attempts were made to get active principle in a more concentrated fo 
by using activated charcoal. It was found that by acidification of tha 
filtrate to py 4 and treating it with two changes of charcoal, shaking i: 
in a rotary shaker for one hour each time, subsequently drying the char 
coal under low pressure, eluting it thrice with 80% ethyl alcohol with 
an hour’s shaking every time, distilling off the eluent under low pressure 
and taking up the residue in sterile distilled water, a concentrated solution 
of the active substance with a fairly high potency was obtained. This 
solution, assayed by the WILKIN’s plate-method, gave clear bacterio: 
cidal zones of 25 mm. against Staphylococcus aureus, 28 mm. against 
Salmonella typhi and 22 mm. against Escherichia coli and bacteriostatid 
zone of 27 mm. against Staphylococcus aureus, 30 mm. against Salmo- 
nella typhi and 24 mm. against Escherichia coli. In serial dilution test the 
concentrated solution was active up to a dilution of 1 in 160. . 


This purified extract (of pq 4) was also used, with encouraging results 
in 1 ccm. ampoules administered intramuscularly in seven severe typhoid 
cases in our Hospital (Typhoid Ward), supplemented by oral admi- 
nistration of the crude filtrate. 


Antibacterial action of Marasmius campanella Holtermann. 


Regarding Marasmius campanella (local strain of the rainy season 
from the bark of the trunk of the living Lagerstroemia flos-reginae tree 
in our college garden), we have got very clear (lytic) zones against 
Staphylococcus aureus and Salmonella typhi, using the same medium 
under the same conditions of development as those of Psalliota cam- 
pestris. It will be worth trial in staphylococcal and typhoid infections 
in patients. The animal experiments show this filtrate to be non-toxic. 


At the joint meeting of sections of Chemistry, Physiology and Botany held under 
the auspices of British Association for Advancement of Science at Dundee in 1947 
and reported in Nature of 26th. October, 1947 under the heading of ‘‘Penicillin and 
other antibiotics”, RamssporHom remarked that more recent research has shown 
that many of the symbiotic types of association have a chemical basis. Infection 
of orchid seeds with a mycorrhizal fungus is necessary because for germination the 
embryo requires aneurin which is synthesised by the fungus. Fragments of an orchid 
tuber suppress the growth of its mycorrhizal fungus. Various plantjuices have proved 
to be antibiotic. These facts lead to the tentative suggestion that antibiotics may 
on occasion be an essential ingredient of symbiosis. BRowN as President of Botany 
section of the British Association’s Edinborough meeting, August, 1951, remarks 
that “in text books symbiosis and parasitism are usually treated separately, though 
in fact, they have much in common both physiologically and morphologically. The 
one may be converted into the other by a comparatively slight change of cirecum- 
stances and in a whole class of plant diseases, a symbiotic phase can be distinguished 
before actual damage to the host plant occurs.” 
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In conclusion, I may state that in future, discovery of new substances 
in the course of study of microbial antagonism will lead to a coherent 
account of the varied activities of living cells. This will be of sufficient 
merit to attract attention, as has been remarked by Fiorey and his 
colleagues!. 


Summary. 


Peculiarities of antibiotic production by higher fungi (H ymenomycetes) 
are discussed, incidentally the condition for antibiotic production by 
Penicillium patulum is referred to. 

Antibacterial action of Psalliota campestris (wild variety) studied in 
the laboratory is fully described, it is active against Salmonella typhi, 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. In clinical trials in typhoid 
cases in our hospitals filtrates used orally and intramuscularly, are giving 
encouraging results. 

Laboratory study of antibacterial action of Marasmius campanella has 
been completed with a view to application to clinical trials in future. 


This work was carried out with the research grant of the Council of Scientific and 
Industrial Research, Government of India, for which I remain very grateful. 
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(Aus dem ,,Departamento de Micologia‘‘ des ,,Instituto Boténico‘‘, Lissabon.) — 


Zur Kenntnis von Candida Castellanii sp. nov.*. 


Zugleich ein Beitrag zur Systematik von Candida parakrusei : 
und Candida krusoides**. 


Von 
N. VAN UDEN und L. Assis-LOPEs. 
Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 9. Januar 1953.) 


Aus Yoghurt isolierten wir eine Hefe, die hauptsichlich auf Grund 
ihrer physiologischen Eigenschaften nicht in einer der bisher beschrie- 
benen Hefearten (siehe bei LopDER u. KREGER-vaN RiJ) untergebracht 
werden konnte. Wir betrachten den isolierten Stamm als den Vertreter 
einer neuen Art, fiir welche wir den Namen Candida Castellanii vor- 
schlagen. 


EKigenschaften von C. Castellani. 


Mikroskopische Morphologie. Nach 24 Std Wachstum bei 25° C in einer 
Nahrlésung mit 2% d-Glucose, 1% Pepton und 0,2% Hefeextrakt findet man in 
der Kahmhaut wurstférmige und zylindrische, manchmal leicht gebogene, (2—3) 
x (7—13) u messende Zellen (Abb. 1). Im Bodensatz sind die Zellen oval und 
messen (8—4) x (4—8) (Abb. 1). 

Nach 3 Tagen Wachstum bei 25° C auf Sasouraup-Agar mit Zusatz von 0,5% 
Hefeextrakt sind die Zellen oval bis wurstférmig und messen (2,5—4,5) x (6—13) pu. 

Pseudomycel bildet sich reichlich. Es ist verzweigt und zeigt zusammengesetzte 
und einfache Verticillien (Abb. 2). 

Bildung von Ascosporen oder Basidiosporen (Ballistosporen; vgl. LoDDER u. 
KREGER -vAN R1J) trat nicht in Erscheinung. 

Makroskopische Morphologie. In einer Nahrlésung mit 2% d-Glucose, 
1% Pepton und 0,2% Hefeextrakt bilden sich nach 24 Std ein Bodensatz und eine 
matte, grauweibe, die Glaswand 1—2 cm hinaufkletternde Haut. 

Nach 30 Tagen Wachstum bei 25° C auf Sanouraup-Agar mit Zusatz von 0,5% 
Hefeextrakt ist die Strichkultur gelblichgrau, weich, matt und kérnig; das Pseudo- 
mycel entwickelt sich ausschlieBlich in die Tiefe. 

Alkoholgarung. Fiir den Nachweis der Gasbildung verwendeten wir die 
Methode von LancrrRon u. Guerra in der Modifikation von PErerra MIcuens. 

Es ergab sich, daB d-Glucose von C. Castellanii vergoren wird, wahrend 
d-Galaktose, Saccharose, Maltose und Lactose nicht vergoren werden. 


Zuckerveratmung. Diese priiften wir nach der Methode von WickERHAM 
u. Burton. 


* Kinem Pionier der Hefeforschung, unserem hochverehrten Lehrmeister, Herrn 
Prof. Dr. ALDO CasTELLANI, gewidmet. 

** Die Durchfiihrung dieser Arbeit wurde durch die finanzielle Unterstiitzung 
des ,,Instituto de Alta Cultura‘ (Lissabon) ermoglicht. 


Zur Kenntnis von Candida Castellanii sp. nov. 357 


Es ergab sich, daB d-Glucose, d-Galaktose; ‘Sittharose, Maltose und Lactose 
yon C. Castellanii als C- Quelle verwendet werden. 
N-Assimilation. Diese priiften wir nach den Methoden von LoppEr und von 
WICKERHAM. 
Es ergab sich, daB C. Castellanii Ammoniumsulfat gut, Kaliumnitrat jedoch 
nicht verwendet. 
Athylalkoholverwertung. In der 
WickrERHAMschen Nahrlésung fiir die 
Priifung der C-Assimilation mit Athyl- 
alkohol (3%) als einzige C-Quelle zeigt 
C. Castellanii ein sehr kraftiges Wachstum 
mit Bildung eines Bodensatzes und einer 
-Kahmhaut innerhalb 24 Std. 


Abb. 1. : Abb. 2. 


Abb. 1. Zellen von Candida Castellanii aus einer 24 Std alten Kultur in einer Nahrlésung. 
Oben: Aus der Kahmhaut. Unten: Aus dem Bodensatz. Zeichnung nach einem ungefarbten Praparat. 
Vergr. + 1300fach. 


Abb. 2. Pseudomycel von Candida Castellanii nach 5 Tagen Wachstum auf SABOURAUD-Agar 
mit 0,5% Hefeextrakt. Zeichnung nach einem ungefarbten Praparat. Vergr. + 600fach. 


Wachstum in Milch. Sterilisierte entrahmte Kuhmilch wurde reichlich be- 
impft und bei 25° C bebriitet. Nach 3 Wochen Wachstum war noch keine Gerinnung 
eingetreten. 


Systematische Stellung von C. Castellanti, C.parakruset 
und C. krusoides. 


GC. Castellanii muB als asporogene, pseudomycelbildende Hefe der 
Gattung Candida BurKHovr zugerechnet werden. 

Die lingliche Gestalt ihrer Zellen, die Bildung einer Kahmhaut in 
fliissigen Nahrmedien, das gute Wachstum mit Athylalkohol und die 
alleinige Vergarung von Glucose weisen auf eine nahe Verwandtschaft 
mit C. Krusei (Monilia Krusei Castellani 1910) hin. Sie unterscheidet 
sich jedoch deutlich von C. Krusei durch ihr Vermogen, d-Galaktose, 
Saccharose, Maltose und Lactose als C- Quelle zu verwenden. 
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Es fragt sich nun, ob nicht C. Castellanii mit C. parakrusei (Monila 
parakrusei Castellani 1912) oder mit C. krusoides (Monilia krusoides 
Castellani 1937) identisch ist, da diese beiden Hefearten nach CasTEL- 
LANI (1937) OC. Krusei sehr nahe stehen und auBerdem unter den Autoren 
iiber ihre Eigenschaften und systematische Stellung noch keineswegs 
Kinigkeit herrscht. 

Die Literatur iiber diese beiden Hefearten ist etwas verwirrend. 
C. parakrusei wurde 1912 von CASTELLANI beschrieben; 1937 sagt er 
iiber sie folgendes aus: ,,Monilia parakrusei Castellani 1912. Morpho- 
logically and biochemically very similar to or identical with Monilia 
Krusei, but milk is clotted.‘‘ C. krusoides wurde 1937 von CASTELLANI 

folgendermafen beschrieben: ,,Monilia Krusoides Castellani 1937. The 
~ strain has the same biochemical characters as Monilia Krusei, that is, 
it does not clot milk, it does not liquefy gelatine and produces gas- 
fermentation only in glucose and laevulose, but its colonies are smooth 
and the vegetative cells are roundisch or slightly oval, 3—5 yw in diameter, 
not definitely ovoid and elongate as found in Monilia Krusei (Geo- 
trichoides Krusei).“ 

Spater hat CasTeLtani C. parakrusei als identisch mit C. Kruset 
betrachtet, anscheinend aber die Namen ,,parakrusei und _ ,,krusoides‘‘ 
verwechselt und wohl auch Kulturen von C. parakrusei unter dem 
Namen C. krusoides und von C. krusoides unter dem Namen C. para- 
krusei andern Untersuchern geschickt. DaB dem so ist, geht aus spaiteren 
AuBerungen CasTELLAnts hervor. So erwihnt er 1949 C. krusoides nicht 
mehr als eigene Art, wahrend er als’ Unterschiede zwischen C. parakrusei 
und C. Krusei morphologische Besonderheiten der ersteren Art angibt, 
die der 1937 von ihm gegebenen Beschreibung von C. krusoides ent- 
sprechen: ,,Smooth colonies, cells usually roundish“; 1952 teilt CasTEL- 
LANI mit, daB OC. krusoides mit C. Krusei identisch sei, C. parakruset sich 
jedoch von C. Krusei unterscheide: die Zellen seien rundlich und die 
Strichkultur glatt, weich und glinzend. | 

Als LANGERON u. GUERRA 1938 einen von CASTELLANI erhaltenen 
Stamm von C. krusoides untersuchten und mit C. Krusei identifizierten, 
haben sie wohl einen falschlich beschrifteten Stamm von C. parakrusei 
vor sich gehabt. AuBer der bereits von CASTELLANI angegebenen Uber- 
einstimmung von C. parakrusei mit C. Krusei fanden LANGERON u. 
GueErRRA, da} der erwihnte Stamm von ,,C. krusoides*‘ wie OC. Krusei 
nur Glucose veratmet, Galaktose, Saccharose, Maltose und Lactose 
dagegen nicht. (CaAsTELLANI hat die Zuckerveratmung seiner Stimme 
nicht untersucht.) 

Ob LanarrRon u. GueERRA auch einen wirklichen Stamm von C. 
krusoides — eventuell unter dem Namen ©. parakrusei — untersucht 
haben, geht aus ihrer Veréffentlichung nicht hervor. Doch ist dies in 


Zur Kenntnis von Candida Castellani sp. nov. 359 


hohem Mae wahrscheinlich, da sie C. parapsilosis (Monilia parapsilosis 
Ashford 1928) als Synonym der dlteren Art C. parakrusei betrachten, 
Nun decken sich aber die Eigenschaften von C. parapsilosis keineswegs 
mit der von CASTELLANI gegebenen Beschreibung von C. parakrusei — 
C. parakrusei hat ja die Morphologie von C. Krusei —, stimmen aber 
gut mit der CasTeLLAnischen Beschreibung von CO. krusoides iiberein. 
Ks ist somit unhaltbar, C. parapsilosis als ein Synonym von C. para- 
kruser zu betrachten; dagegen ist es naheliegend, an eine Identitat von 
C. krusoides mit C. parapsilosis zu denken. Dies wird um so wahrschein- 
licher, als WICcKERHAM u. BurRTON bei einem von ihnen untersuchten 
Stamm von C. krusoides — diesmal wohl richtig beschriftet (vgl. mit 
den oben angegebenen Ergebnissen von LANGERON u. GUERRA beziiglich 
eines Stammes von ,,C. krusoides“’) — eine Veratmung von Glucose, 
Galaktose, Saccharose und Maltose feststellten. 

Wir haben daraufhin zwei von CasTELLANTI 1952 erhaltene, als C. para- 
_krusei beschriftete Stéimme untersucht. Die angewandten Methoden 
waren dieselben wie die bei der Untersuchung von C. Castellanii ver- 
wendeten. 


Stamm ,,Candida parakrusei. Strain I.0.C.“, 1952 vonCastTELLANterhalten. 


Mikroskopische Morphologie. Nach 3 Tagen Wachstum bei 25°C auf 
SaBpourAup-Agar mit Zusatz von 0,5% Hefeextrakt findet man runde, 3—5,5 u 
und ovale (2,5—4,5) x (6—9,5) uw messende Zellen. 

Das Pseudomycel besteht aus diinnen Zellen und ist verzweigt. Die Blastosporen 
sind rund oder kurzoval und bilden kleine Verticillien. 

Makroskopische Morphologie. In der Nahrlésung wird nach 24 Std ein 
Bodensatz, ein diinner Ring und manchmal ein unscheinbares, feuchtes Hautchen 


gebildet. 
Die Strichkultur ist nach 30 Tagen cremefarbig, weich, glanzend und glatt. 
Alkoholgarung. d-Glucose +; d-Galaktose + (wenige Gasblaischen); Sac- 
charose + (wenige Gasblaschen); Maltose —; Lactose —. 
Zuckerveratmung. d-Glucose +; d-Galaktose + ; Saccharose + ; Maltose + ; 


Lactose —. 
N-Assimilation. Kaliumnitrat wird nicht verwendet. 
Athylalkoholverwertung. Kein Wachstum mit Athylalkohol als einzige 


C- Quelle. 
Wachstum in Milch. Nach 3 Wochen Wachstum ist noch keine Gerinnung 


eingetreten. 

Diagnose. Die mikroskopische und makroskopische Morphologie des 
untersuchten Stammes schlieBt eine Identifizierung mit C. parakruset 
(Monilia parakrusei Castellani 1912) aus. Dagegen stimmen seine Higen- 
schaften gut mit der Beschreibung von C. krusoides (Monilia krusoides 
Castellani 1937) iiberein. (Der auBerst schwachen Vergirung von Galak- 
tose und Saccharose mag von CasTELLANI kein Wert beigemessen 
worden sein.) Sie decken sich ferner ebenfalls mit den Higenschaften von 
C. parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice (siehe bei LopDER u. 


ms 
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Krecer-van Ris), welche — da sie bereits 1928 unter dem Namen 
Monilia parapsilosis von ASHFORD beschrieben wurde — Prioritat iiber 
C. krusoides hat. 


Stamm ,,Candida parakrusei.Strain Lisbon‘, 1952 vonCasTELLANt erhalten. 


Mikroskopische Morphologie. Nach 3 Tagen Wachstum bei 25°C auf 
SaBourAub-Agar mit Zusatz von 0,5% Hefeextrakt findet man runde bis kurz- 
ovale (2—4) x (3—4,5) «4 messende Zellen. 

Das Pseudomycel ist vom selben Typus wie beim ersten Stamm, jedoch viel 
sparlicher entwickelt. 

Makroskopische Morphologie. In der Nahrlésung wird nach 24 Std nur 
ein Bodensatz gebildet. 

Die Strichkultur ist nach 30 Tagen ‘cremefarbig, weich, glanzend, glatt, mit 
leicht quergestreifter Peripherie. 

Alkoholgarung. d-Glucose +; d-Galaktose + (wenige Gasblaschen); Sac- 
charose + (wenige Gasblaschen); Maltose —; Lactose —. Glucose wird von diesem 
Stamm bedeutend kraftiger vergoren als vom vorigen. 

Zuckerveratmung. d-Glucose +; d-Galaktose + ; Saccharose + ; Maltose + ; 
Lactose —. Galaktose, Saccharose und Maltose werden von diesem Stamm etwas 
weniger gut verwendet als vom vorigen. 

N-Assimilation. Kaliumnitrat wird nicht verwendet. 

Athylalkoholverwertung. Kein Wachstum mit Athylalkohol als einzige 
C- Quelle. 

Wachstum in Milch. Nach 3 Wochen Wachstum ist noch keine Gerinnung 
eingetreten. 

Diagnose. Dieselbe wie beim vorigen Stamm. 


Wir schlieBen aus diesen Ergebnissen sowie aus der oben besprochenen 
Literatur, daB C. krusoides (Monilia krusoides Castellani 1937) mit C. 
parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice und C. parakrusei (Monilia 
parakrusei Castellani 1912) mit C. Krusei (Castellani) Berkhout identisch 
ist und da C. Castellanii sich mit keiner dieser Arten identifizieren laBt, 
sondern eine neve Art darstellt. 


Umgrenzung von C. Castellani. 
Candida Castellani sp. nov. 


Cellulae ovoideae vel oblongae (2—4,5) x (4—13) «. Pseudomycelium ramifica- 
tum; blastosporae verticillatae. Sedimentum pelliculaque in medio liquido for- 
mantur. Fermentat dextrosum, non vero galactosum, saccharum, maltosum, lac- 
tosum. Assimilat dextrosum, galactosum, saccharum, maltosum, lactosum et 
alcohol aethylicum. Nitras kalii non assimilatur. Lactis caseinam non praecipitat. 
Cultura in agaro cum dextroso et peptono et extracto levedinis post unum mensem 
sub 25° C apparet flavido-griseola, mollis, non nitida, granulosa. 

Zellen oval oder zylindrisch (2—4,5) x (4—13) «. Das Pseudomycel ist ver- 
zweigt, die Blastosporen bilden Verticillien. In fliissigen Nahrmedien werden ein 
Bodensatz und eine Kahmhaut gebildet. d-Glucose wird vergoren, d-Galaktose, 
Saccharose, Maltose und Lactose jedoch nicht. d-Glucose, d-Galaktose, Saccharose, 
Maltose, Lactose und Athylalkohol werden assimiliert. Kaliumnitrat wird nicht 
assimiliert. Milch wird nicht zur Gerinnung gebracht. Die Strichkultur auf Sa- 
BoURAUD-Agar mit 0,5% Hefeextrakt ist gelblichgrau, weich, matt und kérnig. 
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Ais Typus dieser Art nehmen wir den untersuchten Stamm. Er wird 
im ,,Departamento de Micologia“ des ,,Instituto BotAnico“ zu Lissabon 
-unter der Nummer 2425 in Kultur gehalten, Eine Subkultur wurde 
bei der Hefeabteilung des ,,Centraalbureau voor Schimmelcultures zu 
Delft deponiert. 


Zusammenfassung. 


Fiir eine aus Yoghurt isolierte neue Hefeart wird der Name Candida 
Castellanit vorgeschlagen. C.Castellanit hat ovale und zylindrische 
Zellen und ein verzweigtes Pseudomycel mit Blastosporen in Verticillien. 
In fliissigen Naihrmedien werden ein Bodensatz und eine Kahmhaut 
gebildet. Die Strichkultur ist gelblichgrau, weich, matt und kérnig. Nur 
d-Glucose wird vergoren; d-Glucose, d-Galaktose, Saccharose, Maltose, 
Lactose und Athylalkohol werden assimiliert. Mit Kaliumnitrat als 
einziger N- Quelle erfolgt kein Wachstum. Milch wird nicht zur Gerinnung 

gebracht. 

Aus der Literatur sowie aus der Untersuchung von zwei Staémmen 
von C. krusoides wird geschlossen, daB C. krusoides mit C. parapsilosis 
und C. parakrusei mit C. Krusei identisch ist. 
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Physiologische Untersuchungen 
an wasserstoffoxydierenden Bakterien. 


Von 
HANS-GUNTER SCHLEGEL. 


Mit 10 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 9. Januar 1953.) 


Zu den autotrophen Bodenbakterien, die bisher vorwiegend morpho- 
logisch und kulturtechnisch bearbeitet worden sind, gehéren die soge- 
nannten Knallgasbakterien, die durch ImMENDORF (1892) entdeckt, durch 
KasERER (1906), NABOKICH u. LEBEDEFF (1907), LeBEDEFF (1908/09), 
NIKLEWSEI (1908/10/14) u. a. teilweise erforscht und durch RUHLANDS 
umfassende Arbeiten (1922/24) auch physiologisch genauer bekannt ge- 
worden sind!. Die Energie zur CO,-Reduktion und vielleicht auch zur 
Synthese ihrer Kérpersubstanz liefert diesen Organismen die Oxydation 
von H,. Sie bediirfen dazu nur weniger Mineralsalze und gebundenen 
Stickstoffs. Sie vermégen also vollig autotroph zu leben. Daneben ge- 
deihen sie aber auch heterotroph auf organischen Substanzen. Dadurch 
erscheint diese Bakteriengruppe zur Untersuchung des Auto-Heterotro- 
phie-Problems besonders geeignet. Aufnahme und Verbrennung des mole- 
kularen Wasserstoffs, die bei einer Reihe von Bakterien und Algen unter 
gewissen Bedingungen beobachtet wurden (GaFFRON 1940/42, FRENKEL 
u. Rieger 1951, FRENKEL, GAFFRON u. BATTLEY 1950), sind bei ihnen 
normale Vorgiinge. Die ,,biochemische Knallgasreaktion“ spielt sich bei 
ihnen par excellence ab. Das Ferment Hydrogenase, das durch die Ar- | 
beiten mit sulfatreduzierenden Bakterien (STEPHENSON u. STICKLAND 
1931), Azotobacter vinelandii (WiLSoN u. Mitarb. 1942/43), Escherichia 
colt (BOVARNICK 1941, JoKLIK 1950, Gus 1951), Scenedesmus (GAFFRON 
1940), Rhodospirillum rubrum (GEst 1951) u. a. bekannt geworden ist, 
scheint fiir die wasserstoffoxydierenden Bakterien, zumindest in auto- 
tropher Kultur, als konstitutives Enzym vorzuliegen. Formen aus der 
Gruppe der Knallgasbakterien versprechen daher fiir die Untersuchung 
der Wasserstoffaufnahme durch Bakterien und Erforschung der Natur 
des wasserstoffaktivierenden Fermentes ,,Hydrogenase“ ein giinstiges 
Objekt abzugeben. Im folgenden werden Untersuchungen mitgeteilt, die 


1 Die nach Referaten bedeutsamste jiingste Arbeit von KiuyveR u. ManrENn 
(1942) ist mir im Original noch nicht zuganglich geworden. 
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sich mit der Kultur und dem autotrophen Vermégen eines aus Kultur- 
boden neu isolierten Bakteriums aus der Gattung Hydrogenomonas be- 
fassen. 


I. Physiologisch-morphologische Charakteristik. 
1. Néhrléisung und Methode. 


Isolierung und autotrophe Kultur erfolgten auf einer Nahrlésung folgender Zu- 
Sammensetzung : 

K,HPO, 0,05%; NH,Cl 0,1%; Mg SO,-7H,O 0,02%; NaHCO, 0,05%; 

Fe(NH,). (SO). - 6H,O 0,005%; px 6,8—7,2. Diese Nahrlésung hat erstmals 
Kaserer (1906) verwandt. Das Bicarbonat wurde zur Entkeimung in Lésung durch 
ein Bakterienfilter gedriickt und der Nahrldsung erst nach deren Sterilisation zu- 
gesetzt. Jedoch wurden gleichgute Ergebnisse erzielt, wenn die Nahrlésung mit 
0,05% NaHCO, zusammen sterilisiert wurde. Der CO,-Verlust wird dann durch 
automatische Einstellung des Gleichgewichtes mit dem CO,-Gehalt der Gas- 
atmosphare wieder ausgeglichen. Entsprechend stellt sich auch die gewiinschte 
H-Ionenkonzentration um den Neutralpunkt ein. Zusatz von Eisen in Form von 
-Mourschem Salz oder FeCl, wurde meist, um Triibung und Ausfallungen zu ver- 
-meiden, erst nach getrennter Sterilisation vorgenommen. Fiir das Bakterienwachs- 
tum ist jedoch eine gemeinsame Sterilisation ohne Nachteil. Zur Isolierung und 
autotrophen Kultur wurde dem Medium noch eine Erdabkochung zugesetzt, womit 
eine wesentliche Wachstumsfoérderung erreicht wird. 

Zur Herstellung eines anorganischen Agarmediums fiir die autotrophe Kultur 
wurde dieser Nahrlosung japan. Agar-Agar zugesetzt (1,2%), der wochenlang bei 
30° C gefault hatte und sorgfaltig ausgewaschen worden war. 

Als Gasatmosphare wurde ein Gemisch von 10% CO,, 20% O, und 70% H, ge- 
geben. Die Gase wurden den iiblichen Stahlflaschen entnommen und in einem 
Flaschengasometer abgemessen und gemischt. H, wurde mit KOH, KMnO, und 
AgNO, gewaschen. 

Zur Gewinnung von Bakterienmassen, wie sie fiir Versuche mit ruhenden Zellen 
und fiir Fermentuntersuchungen nétig sind, wurden die Bakterien unter auto- 
trophen Bedingungen auf fliissigem KasrRER-Medium gezogen, worauf sie als 
massive Haut wachsen. Als KulturgefaBe erwiesen sich groBe Exsiccatoren am 
geeignetsten, in deren Unterteil und in ein oder zwei mit Abstand tibereimander 
gestellten Kristallisierschalen die Nahrl6sung eingebracht wurde. Man impft mit 
Vorteil reichlich. Auf diese Weise kommt es verhaltnismaBig rasch zur Bildung 
einer geschlossenen Bakteriendecke, die schon nach 4—6tagiger Inkubation bei 
30° C erntereif ist und hochaktive Bakterien liefert. Zur, Fiillung mit Knallgas-CO,- 
Gemisch wurden die GefaBe bis auf 30 mm Hg evakuiert, danach wurde das Gas- 
gemisch aus einem Gasometer durch ein steriles Wattefilter langsam einstromen 
gelassen. Bequemer, insbesondere bei 10 und 201 fassenden Exsiccatoren, ist die 
Mischung der Gase direkt im Kulturgefa& unter Umgehung des Gasometers. Zu 
diesem Zwecke wird dem Exsiccator ein langes Schenkel-Manometer vorgeschaltet 
und die Gase werden entsprechend ihrem Partialdruck nacheinander eingeleitet. 

Zur Untersuchung des heterotrophen Wachstums diente als Nahrlosungsbasis 
eine Lésung von 0,1% KNO,; 0,05% K,HPO,; 0,02% MgSO, -7H,0; 0,001% FeCl, ; 
pxu-Wert von 7,2. Diesem Grundmedium wurden Zucker, Alkohole, Neutral- 
salze verschiedener organischer Saéuren, Oxysiuren und Intermediarstoffe des 
Kress-Marrius-Cyklus in Konzentrationen von 100—500 mg% zugesetzt. Die 
Wachstumsversuche wurden in erster Linie auf fliissigen Nahrbéden in Kultur- 
réhrchen mit WatteverschluB vorgenommen. 
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Zur Bebriitung von fliissigen oder festen Nahrbéden in einer definierten Gas- 
atmosphare wurden Kulturréhrchen in Wrrrsche Tépfe von 2—4 1, Perri-Schalen 
in Wirrsche Tépfe von 1 ] und 100 ml-ERLENMEYER-Kolben in Vakuumexsiccatoren 
von 5—20 1 Rauminhalt verbracht. Die GefaiBe wurden, wie oben beschrieben, eva- 
kuiert und mit dem in Gasometern bereiteten Gasgemisch beschickt. Inkubiert 
wurde zwischen 5 und 30 Tagen bei 30° C. i 


2. Isolierung des Organismus. 


Nach dem von GroHMANN (1924) beschriebenen ,,Glockenverfahren*? 
wurden aus Gartenerde Organismen angereichert, die eine kraftige Was- 
serstoffoxydation durchfiihrten, Durch mehrfache Ubertragung auf fliis- 
siges Nahrmedium wurde eine weitere Selektion auf Knallgasautotrophe 
hin erzielt. Dazu erwies sich die von SIsLER u. ZOBELL (1950) zur Kultur 
der autotrophen Sulfatreduzierer eingefiihrte Methode unter Verwendung 
gegeneinander geschalteter Gaswaschflaschen als recht vorteilhaft. 


Die Reinkultur der wiichsigsten Stamme wurde nach dem Kocuschen Platten- 
guBverfahren mit anorganischem KasERER-Agarmedium in Knallgasatmosphare 
erzielt. Fiir die Verdiinnungsreihen wurde mit Riicksicht auf weitere Uberimpfungen 
mit Vorteil halbfester (etwa 0,8—1%iger) Agar verwendet. In ihm entwickeln sich 
recht groBe, schleierartige Kolonien, in denen die Einzelorganismen sehr lose und 
gleichmaBig verteilt liegen, wahrend sie in héher konzentrierten Agarmedien eng 
aneinandergedrangt sind und die Kolonie dadurch fast knorpelige Beschaffenheit 
annimmt. Die mit der Impfése entnommene Bakterienkolonie liBt sich dann leicht 
im Reagensglas mit Wasser verteilen und ergibt ohne Schwierigkeit eine homogene 
Suspension von einzelnen Bakterien. Unter Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte 
la8t sich der Organismus durch 3—4 mal wiederholte Ubertragungen leicht in 
Reinkultur bringen. Es wurde dieser Weg beschritten, da eine Isolierung von Einzel- 
organismen nach dem Linpnerschen Trépfchenverfahren und nach der Tusche- 
punktmethode nach Burri wegen der Kleinheit der Bakterien nur in einem Fall 
zum gewiinschten Erfolge fiihrte. Von der Tatsache, daB die Bakterienkolonien in 
den héchsten Verdiinnungsstufen von jeweils einer Zelle stammten, tiberzeugte ich 
mich mehrfach durch Auszihlen eines gefirbten Ausstrichpraparates von einem 
Tropfen der gleichen Suspension, von der auch die Platten gegossen wurden. Auf 
den Platten trat in allen Fallen eine Koloniezahl auf, die den gezihlten Bakterien 
innerhalb der Fehlergrenzen entsprach. Das Verfahren stellt eine Vereinfachung 
der von VuéKovié beschriebenen Methode dar. Die Versuche lassen gleichzeitig den 
SchluB zu, da in den zur Impfung herangezogenen jungen Kolonien alle Zellen 
vermehrungsfaihig waren. 


Nach 4—6tagiger Inkubation bei 30°C entwickeln sich aus den im 
Agarmedium gleichmaBig verteilten Bakterien Kolonien von charakteri- 
stischem Aussehen. Ihre Grofe nimmt von den in der Tiefe des Agars 
liegenden bis zu denen an der Oberfliche um ein Vielfaches zu. Die Ober- 
flichenkolonien haben verschiedene Form. Einige besitzen die Gestalt 
einer mit der Schnittfliche auf den Agar gesetzten Halbkugel. Diese 
Kolonien gehen aus oberflachlich liegenden Bakterien hervor. Daneben 


* Mineralsalzlésung mit Impfmaterial in flacher Schale unter einer mit CO,- 
haltigem Knallgas gefiillten Glasglocke in pneumatischer Wanne. 
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treten Kolonien auf, deren Zentrum mit nabeliger Spitze von einer ab- 
gesetzten Randzone umgeben ist. Das Zustandekommen dieser Formen 
laBt sich leicht verfolgen, da meist schon auf einer Kulturplatte simt- 
liche Entwicklungsstadien vorhanden sind. Thren Anfang nehmen der- 
artige gehdfte Kolonien von eingesiten Bakterien, die etwa 1 mm unter 
der Agaroberfliche liegen. In Richtung der Agaroberfliche, von der das 
Knallgas, der Hauptnahrstoff, eindiffundiert, ist das Wachstum besonders 
intensiv, so da die Bakterien hier bald die Oberflache durchbrechen und 
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Abb. 1a. Abb. 1b. 


Abb. 1. Autotrophe, behéfte Kolonien auf KocHschen Verditinnungsplatten ; 
la: Perri-Schale (8 cm; 3/, natiirl. GréBe) und 1b: TeilvergréBerung (1,5 natiirl. Gréfwe). 


nach Art der Oberflachenkolonien zu halbkugeliger Gestalt heranwach- 
sen. Inzwischen hat sich die Kolonie von dem in der Tiefe liegenden 
Initialpunkt auch spharisch ausgebreitet und ihre Randzone bis unter 
die Agaroberflache vorgeschoben, wo ihr Wachstum begiinstigt wird. Da 
durch das iippige Wachstum der an die Oberflache durchgedrungenen 
Kolonie der Nahrboden in der unmittelbaren Umgebung des Zentrums 
an Nahrsalzen verarmt ist, bleibt die Bakterienentwicklung in der Nahe 
des Koloniemittelpunkts hinter der in den peripheren Teilen zurtick. Es 
entstehen so Kolonien, deren Zentrum von einer Ringzone durch einen 
bakterienarmen Raum getrennt bleibt (Abb. 1). Daf die Oberflachen- 
kolonien eine bestimmte GréBe nicht tiberschreiten, mag auch durch 
Nahrsalzverbrauch und Nachdiffusion aus der Umgebung bedingt sein. 
Auf weniger festen, agariirmeren bis halbfliissigen Nahrboden erreichen 
die Kolonien einen erheblich gréBeren Durchmesser. Durch diese Tat- 
sache wird die Rolle noch unterstrichen, die bei der Kolonieentwicklung 
die Diffusion von Gas und Nihrsalzen spielt. 


iw) 
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3. Bakteriologische Charakterisierung. 


Der isolierte Organismus ist ein farbloses Stiibchen mit abgerundeten | 
Enden, das auf anorganischem Agarmedium 0,3 w breit und 1,8—2 @ | 
lang wird. In heterotropher Kultur auf Bernsteinséure erreicht er eine | 
GroBe von 0,6 x 3,3 4 (bis 4). Die Stabchen liegen im Agar meist 
einzeln, in Kahmhauten in ungerichteten, leicht zerfallenden Ketten. Die 
heterotrophen Agarkolonien sind, ebenso wie die autotrophen Ober- 
flichenkolonien, halbkugelig, milchweif und glinzend. In Schiittelagar- 
platten sind die Kolonien je nach der Konsistenz des Agars von einem 
einfachen konzentrischen Ring umgeben. Die Kolonierander sind immer 
glatt. Der Organismus ist beweglich. Die Methode nach PEPPLER lieB 
eine GeiBel sichtbar werden. Gelatine wird verfliissigt, die Prifung auf 
H,S und Indol verlief negativ, auf Kartoffel schwaches Wachstum ohne 
Farbstoffbildung. 

Das Bakterium gehért als Wasserstoffoxydant zur Gattung H ydrogeno- 
monas. Seine physiologischen Merkmale lassen eine Identifikation mit 
einer der aus der Literatur bekannten Arten — soweit sie in BERGEYS 
, Manual‘ (1948) aufgenommen sind — nicht zu. Im groBen ganzen steht 
es dem jiingst von Scuatz u. BovELL (1951) beschriebenen und unter- 
suchten Hydrogenomonas facilis am niichsten. Die morphologischen und 
ernahrungsphysiologischen Merkmale stimmen annahernd und_hin- 
reichend tiberein. Geringfiigige Abweichungen im pq- und po,-Optimum 
ergaben sich nur bei Untersuchungen mit ruhenden Zellen. Trotz dieser 
kleinen Differenzen ist der Organismus als physiologische Variante der 
Art Hydrogenomonas facilis anzusehen. Die der Namensgebung zugrunde 
gelegte ,,leichte Isolierbarkeit kann bestitigt werden. 


4. Die autotrophen Wachstumsbedingungen. 


Zur weiteren Charakterisierung des Organismus hinsichtlich seiner autotrophen 
Wachstumsbedingungen wurden in Versuchsreihen einzelne Komponenten der 
Nahrsalzlésung und der Gaszusammensetzung variiert. Samtliche Versuche wurden 
in 5 Parallelen durchgefiihrt und 2—3 mal wiederholt. Die Untersuchung zur Ent- 
scheidung der Frage, ob und unter welchen Bedingungen in autotropher Kultur 
Wachstum erfolgt, wurde ohne Ausnahme in Fliissigkeitskultur untersucht. Feste 
Nahrbéden wurden nur zu Vergleichs- und Kontrollversuchen kritiseher und un- 
regelmaBiger Ergebnisse herangezogen. 


a) Das Mineralmedium. 


Unter Wahrung der von Kasrerer angegebenen Zusammensetzung der 
Nahrsalzlésung findet bei Variation eines Faktors Wachstum statt, wenn 
NH,Clim Bereich zwischen 0,0001 und 1,25°,, K,HPO, zwischen 0,001 
und 1%, und MgSO, +7 H,O zwischen 0,0001 und 2% gegeben wird. Ein 
Zusatz von NaCl wird bis zu 1,25°, vertragen. Der Bereich der H-Ionen- 
Konzentration, in dem Wachstum méeglich ist, ist verhaltnismaBig groB 
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(von px 5,5—8,7). Zur optimalen Entwicklung kommt es um den Neu- 
tralpunkt zwischen px 6,8 und 7,2. Der Stickstoff kann sowohl anorgani- 
schen als auch organischen Verbindungen entnommen werden. Nitrat- 
und Ammoniak-N werden gleich gut verwertet, doch fiihrt Ammoniak-N 
zu einer rascheren Entwicklung. Im N-Mangelmedium (1 und 10 mg% 
NH,Cl) kommt es zur Ausbildung einer nur diinnen Decke. Die Knall- 
gaskondensation geht langsamer vor sich, fiihrt aber bis zum vélligen 
Verbrauch des Knallgasgemisches. Dies deutet darauf hin, daB auch eine 
_ durch N-Mangel bedingte Leerlaufverbrennung stattfinden kann. 


Im ganzen war festzustellen, da8 die Nahrsalze in der von KasERER 
-angegebenen Zusammensetzung und Konzentration fiir den untersuchten 
Organismus optimale Wachstumsbedingungen gewahren. Eine Verdop- 
pelung der Nahrsalzkonzentration wird ohne merklichen Wachstums- 
riickgang ertragen, aber schon eine Steigerung auf das Dreifache fiihrt 
zu einer bedeutenden Herabsetzung der Entwicklungsgeschwindigkeit. 
.Doch auch eine sechsfache Konzentration der Nahrsalzlésung laBt noch 
eine Entwicklung zu. 


b) Die Gasatmosphire. 


Versuche tiber die Aufnahme der gasformigen Nahrungskomponenten 
-sollten Antwort auf zwei Fragen geben. Einerseits war zu ermitteln, bis 
zu welchen Partialdrucken die einzelnen Gase H,, O, und CO, vertragen 
werden. Andererseits wurde festzustellen versucht, bis zu welchen ge- 
ringsten Konzentrationen die Bakterien die einzelnen Gase aufzunehmen 
in der Lage sind. 

Unter AusschluB einer der Komponenten findet kein Wachstum statt, 
jedenfalls solange CO, die einzige C- Quelle ist. Sauerstoff kann durch 
Nitrat oder Sulfat nicht ersetzt werden. Da der CO,-Gehalt py-bestim- 
mend wirkt, mu stets entsprechend gepuffert werden. Unter Konstant- 
haltung des CO,-Gehaltes (109,) ist das Wachstum bei 20 und 30% 
Sauerstoff optimal; bei 30%, Sauerstoff wird die Gasatmosphire fast voll- 
standig verwertet. Bei 40% O, ist (bei starker Impfung) zwar noch eine 
anfingliche Gasaufnahme zu beobachten, ein durch Deckenbildung an- 
gezeigtes Wachstum erfolgt aber nicht. Bei einer Gasatmosphire von 
50% O, erfolgt auch keine Gasaufnahme mehr. 

Zur Feststellung der Minimalkonzentrationen, bis zu denen die Bak- 
terien die einzelnen Bestandteile der Gasatmosphire aufzunehmen ver- 
mégen, wurde jeweils eine der Gaskomponenten im Minimum gehalten. 
Doch waren die Partialdriicke so bemessen, daB im Anfang der Ent- 
wicklung ein gutes Wachstum, Deckenbildung und kraftige Knallgas- 
kondensation der Bakterien einsetzen konnte. Erst dann geriet ein 


_Faktor ins Minimum. 
26% 
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Fiir Sauerstoff wurde der Nachweis der Endabsorption mit dem Me- 
thylenblauindicator nach RiEMsDIJK erbracht. 

Im Gasraum eines 2 |-Schliffkolbens mit Gaswaschflaschenaufsatz war ein Kimer- 
chen mit alkalischer MB-Lésung nach Riemsp1Jk und hydrophiler Gaze aufgehangt. 
Die Gasfiillung enthielt nur 10° O,. Nach 4 Tagen hatte sich eine kraftige Bakte- 
rienhaut gebildet, die nach weiteren 20 Std zur volligen Entfarbung des Indicators 
fiihrte. Eine Abnahme des Gasvolumens nach diesem Zeitpunkt konnte in keinem 
Falle beobachtet werden. Der Organismus ist also geeignet, anaerobe Bedingungen 
herzustellen. 

Zur Bestimmung der Aufnahme geringer CO,-Mengen diente eine modi- 
fizierte Methode, die OstERHOUT (1918) begriindete und Wixson (1933) 
sowie SMyTH (1934) weiter ausbauten. Der CO,-Partialdruck wurde aus 
dem colorimetrisch bestimmten py-Wert einer Bicarbonat-Indicator- 
lésung ermittelt, die sich mit den Bakterien zusammen in einem ab- 
geschlossenen System befindet. 

Nach den Angaben von SmyrH (1934) wurde eine Mischung von 20 ml 0,001 n 
NaHCO, und 1 ml Kresolrot (0,04%) verwendet. Gleich nach der Herstellung hat 
die Liésung eine gelbe Farbe, die beim Stehen an der Luft in Rotorange und im 
CO,-freien Raum in Violett umschlagt. Ob man von einer NaHCO,-Lésung oder 
einer NaOH-Lésung derselben Normalitaét ausgeht, ist dabei gleichgiiltig. In beiden 
Fallen setzt sich die Lauge ins Gleichgewicht mit dem CO,-Gehalt der umgebenden 
Atmosphiire. Die Konzentration der Lauge wurde so bemessen, daB der px-Bereich 
bei dem niedersten zu erwartenden CO,-Druck in den Umschlagbereich eines scharf 
reagierenden Indicators fiel. Die Beziehung zwischen pq-Wert, Bikarbonatkonzen- 
tration und CO,-Partialdruck lat sich aus dem Massenwirkungsgesetz herleiten 
und ist durch die HENDERSON-HaAsSELBACHSche Gleichung gegeben. 

Die Bedingungen, unter denen im geschlossenen System der CO,-Partialdruck 
auf diese Weise gemessen wurde, waren folgende: Der Druck der KulturgefaBe 
wurde durch Nivellierung mit einem Ausgleichsgefa® an den Luftdruck angeglichen 
und dieser eingesetzt. Die Inkubationstemperatur betrug 30° C. Der py-Wert wurde 
durch colorimetrischen Vergleich bei 20° C bestimmt, nachdem das GefaB 20 Std 
bei dieser Temperatur gestanden hatte. Er betrug 8,3. Das entspricht unter Ver- 
wendung der von Umpreir (1951) angegebenen Daten einem CO,-Gehalt der 
Atmosphare im VersuchsgefaéB von 0,033%,. 

Die Versuche zeigen, daB Hydrogenomonas in seinem autotrophen Ver- 
mégen an die dkologischen Verhiltnisse im Boden und an der freien 
Atmosphiire, z. B. auch in schwefelwasserstoffhaltigen Fabrikabwissern, 
woraus der Organismus ebenfalls isoliert werden konnte, ausgezeichnet 
angepaBt ist. Kr vermag sowohl geringe O,- als auch CO,-Mengen auf- 
zunehmen. Ob H, bis zu ebenso geringen Konzentrationen genutzt wer- 
den kann, war wegen methodischer Schwierigkeiten nicht zu klairen. 


c) Temperaturabhingigkeit. 

Die Temperaturabhangigkeit der Knallgasaufnahme einer wachsenden 
Bakterienhaut wurde in fliissigem KAsmRER-Medium bestimmt. Nach der 
allen KEnergiebilanzmessungen iilterer Autoren zugrunde gelegten An- 
nahme, daB in der Phase des optimalen Wachstums einer Kultur keine 
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oder eine nur geringe Leerlaufverbrennung stattfindet, kann die Knall- 
-gasaufnahme wahrend der ersten drei Tage nach Inkubationsbeginn als 
Ma8 des Wachstums angesehen werden. 


Um eine gieichmafige Impfung zu gewahrleisten, wurde die Kasmrer-Nahrsalz- 
lésung vor Beschickung der KulturgefaiBe mit einer Bakteriensuspension gemischt. 
Als KulturgefiBe dienten Gaswaschflaschen. Der zum Boden fiihrende Schenkel 

war mit einem Glasrohr verbunden, das in einen ErLENMEYER-Kolben mit Nahr- 
lésung hineinreichte. Dieser wurde als Aus- 
RicichspefaB gehandhabt. Zur Uberschichtung 
mit CO,-Knallgas-Gemisch wurden die Kultur- 
gefafe erst mit der beimpften Nahrsalzlisung 
luftblasenfrei angefiillt und daraufhin von oben 
her mit Gas gefillt. Bei der Messung wurde 
der Wasserspiegel an den im KulturgefaB an- 
geglichen und die Hohe des Niveaus im Kultur- 
gefaB bestimmt. Die zwischen nacheinander fol- 
genden Messungen auftretenden Héhendifferen- 
zen sind den je Flacheneinheit-Bakterienhaut 
‘kondensierten Gasmengen direkt proportional. 
Barometerunterschiede wurden vernachlassigt. 
Die Versuche wurden mit je 3 Parallelen ange- 
setzt und mehrmals reproduziert. 


Die Kurvenpunkte (Abb. 2) sind Ver- 
haltniszahlen der im Laufe der ersten °% 935 Gas wy & 
48 Std nach Inkubationsbeginn aufge- 

° Abb, 2. Temperaturabhangigkeit der 
nommenen Gasmengen. Nach wiederholten jy aiigasaufnahme einer wachsenden 
Versuchen in dem engeren Temperatur- ereerees aut Nei te 

A : g medium. Abszisse: Temperatur; Ordi- 
bereich zwischen 28 und 35°C liegt das ate: vVerniltniszahlen des konden- 
Temperaturoptimumzwischen31und34°C. sierten Knallgasvolumens, 


5. Die heterotrophen Wachstumsbedingungen. 


Das Vermégen des Organismus, auf einer der RuniLaNnpDschen Nahr- 
lésungsbasis zugesetzten C-Quelle zu gedeihen, zeigt sich durch Bildung 
eines massiven Oberflichenhaéutchens. Wachstum wurde auf folgenden 
organischen C- Quellen festgestellt: Bernsteinsiure, Fumarsaure, Brenz- 
traubensiure, Essigsiure, Ameisensdure, Malonsdiure, Glutaminsdéure 
und Athanol sowie auf Kombinationen dieser Substanzen, wie sie von 
Scuatz u. Boveti (1952) zur heterotrophen Kultur herangezogen wur- 
den. Uber eine weitergehende Untersuchung der fiir das heterotrophe 
Wachstum charakteristischen Faktoren soll in anderem Zusammenhang 
berichtet werden. 


II. Versuche mit ruhenden Zellen. 


Die Fahigkeit des Organismus, sowohl autotroph als auch heterotroph zu leben, 
sowohl Wasserstoff als auch Sauerstoff aktivieren zu kénnen, laBt eine ganze Reihe 
von Fragen um die beteiligten Fermente und Ubertrager, ihre Bildungsbedingungen 
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und Kinetik, iiber die enzymatische Adaptation u. a. m. entstehen. Zur Unter- 
suchung dieser Fragen bedient man sich seit langem mehrmals gut gewaschener 
und in physiologischer Lésung suspendierter Bakterien, ,,ruhender Bakterien“, wie 
sie von QuasTEL (1925) im Gegensatz zu wachsenden, sich vermehrenden Bakterien 
bezeichnet werden. ,,Ruhende‘‘ Bakterien stellen gewissermaBen ein enzymatisches 
System dar, das in einem gebotenen Substrat Veranderungen hervorruft, die vom 
Wachstum der Zellen und Aufbau ihrer Protoplasmasubstanz unabhangig sind. Zur 
Ausschaltung des Wachstums ist fiir Abwesenheit von Faktoren zu sorgen, die fiir 
das Wachstum wesentlich sind, wie z. B. gebundener Stickstoff. Eine andere Még- 
lichkeit bietet der Zusatz von Antiseptica (Toluol, Thymol). 

Es mu8 vorlaufig allerdings noch unentschieden bleiben, ob in den 
Organismen, die man als ,,ruhende“ bezeichnet, nicht doch gewisse Ab-, 
Um- und Aufbauprozesse vor sich gehen. Dies ist sogar mit Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen. Unter den in unserer Versuchsanordnung gegebe- 
nen Bedingungen konnten keine auf solchen in den Organismen ab- 
laufenden Vorgingen beruhende Wirkungen beobachtet werden. Uber 
eine Reihe von Versuchen mit ruhenden, autotroph gewachsenen Bak- 
terien soll hier berichtet werden. 

Zum Nachweis des Fermentes, das seit den Untersuchungen von STEPHENSON 
(1931) an sulfatreduzierenden Bakterien als ,,Hydrogenase** bezeichnet wird, und 
durch dessen Besitz die Knallgasbakterien zur Aktivierung des molekularen Wasser- 
stoffs befihigt sind, bediente sich diese Forscherin der THunBERG-Technik. Bei 
diesem Verfahren spielt der Redox-Farbstoff Methylenblau (MBI) die Rolle des 
H-Acceptors und Indicators zugleich. Das zu untersuchende fermenthaltige Material 
wird mit MBI und den in Frage stehenden H-Donatoren oder molekularem Wasser- 
stoff unter AusschluB von Luftsauerstoff inkubiert. Es wird die Zeit bis zur Ent- 
farbung des MBI gemessen. Diese Reduktionszeit ist ein Ma fiir die Ferment- 
aktivitat und ist der Menge des Enzyms oder fermenthaltigen Agens umgekehrt 
proportional. Die THuNBERG-Methode vereint in sich die Vorteile der Einfachheit 
und hoher Prazision und 1aB8t schnell zu Ergebnissen gelangen. Zur Liésung einer 
Reihe von Fragen, die bei der ersten Beriihrung mit neuen Problemen auftauchen, 
ist das Verfahren gut geeignet. Es wurde in der vorliegenden Arbeit zu Vorver- 
suchen und zur Untersuchung der Wasserstoffaktivierung angewandt. 

DaB sich unser Knallgasbakterium zur Aktivierung des fiir die Wasser- 
stoffoxydation bendtigten Sauerstoffs des Cytochromoxydase-Cyto- | 
chromsystems bedient, war in Anbetracht seiner aeroben Lebensweise 
zu erwarten. Dariiber hinaus konnte ich mich vom Cytochromgehalt der 
Zellen an Hand einiger spektroskopischer Beobachtungen iiberzeugen. 
Es geniigt schon eine Mikroskopierlampe mit Kondensor und ein Hand- 
spektroskop, um in einer breiartigen Suspension von 4 em Schichtdicke, 
die vorher 2 Std mit H, durchspiilt worden war, die Banden des redu- 
zierten Cytochroms ¢ bei 520 und besonders stark bei 550 mu hervor- 
treten zu lassen. Die mit O, durchstrémte Kontrollsuspension zeigte 
unter diesen Bedingungen keine Absorptionsbanden. Wiihrend nach 
2 min langer Durchstrémung der reduzierten Lésung mit O, die Banden 
verschwanden, waren sie in einer Probe, die im reduzierten Zustand auf 
10-3 mol CN-Gehalt gebracht worden war, auch nach 20 min wahrender 


Physiologische Untersuchungen an wasserstoffoxydierenden Bakterien. 371 


O,-Durchstrémung noch ebenso gut sichtbar wie vorher. Ebenso lieB im 

_oxydierten Zustand zugesetztes KCN die Banden nach Stehen iiber 
Nacht auftreten. 

_ 4ur weiteren Untersuchung der Gasaufnahme und ihrer Abhangigkeit 

von verschiedenen Reaktionsbedingungen sowie zur Trennung der Was- 

-serstoff- und Sauerstoffaktivierung wurde nach der direkten Methode 

von WARBURG vorgegangen. 


A. Methylenblau-Reduktionsversuche. 


Apparatives: Zur anaeroben Inkubation der Zellsuspensionen mit Methylen- 
_blau (MBI) dienten THunperG-Rohrchen von 20cm Lange mit Seitenarm am 
Stopfen (nach den Angaben von Burgis in ,,Manometric Techniques“). Ein Glas- 
aquarium, dessen Temperatur durch einen Héprier-Ultrathermostat auf 40° C ge- 
halten wurde, war mit einem Gestell ausgeriistet, in dem 14 Réhrchen Platz finden. 
Das Gestell ist zur Kippung der Réhrchen und Schiittelung drehbar angeordnet. 
Das Kippen wird durch zweimaliges Drehen des Gestellrahmens mittels einer ober- 
_halb des Aquariums angebrachten Kurbel von Hand vorgenommen; das Schiitteln 
wird tiber ein in dieselbe Kurbel eingehingtes Gestange durch einen Labor-Motor 
mit Exzenterscheibe bewirkt. 

Methodisches: Die Réhrchen wurden zu jeweils 7 auBerhalb des Thermostaten 
mit dem Reaktionsgemisch beschickt: 1 ml einer homogenen Bakteriensuspension, 
3 ml m/15 Phosphatpuffer, 1 ml 0,85%ige NaCl-Lésung und im Seitenarm des 
Stopfens 1 ml Methylenblau (Merck) 1:5000. Der Stopfen wurde mit zaihem 
Ramsayfett geschmiert. Die Réhrchen wurden iiber ein langes Schenkelmanometer 
mit einem Dreiwegehahn verbunden, dessen einer Arm mit einer Vakuumpumpe 
und dessen anderer Arm mit einem Gasometer verbunden war. Die verwendeten 
Gase, Wasserstoff und Reinststickstoff, wurden Stahlflaschen entnommen und in 
Gasometern vorratig gehalten. Es erwies sich als notwendig, den Wasserstoff vorher 
mit KOH, KMnO,, AgNO, und alkalischer Pyrogallollésung (bzw. gebrauchtem 
Entwickler) zu waschen. Die Réhrchen wurden unter leichtem AufstoBen 3 min 
evakuiert, mehrfach mit Gas gespiilt und schlieBlich bis 550mm Hg (bei 20° C) 
mit Gas gefiillt. Die Gasfiillung unter dem Atmospharendruck gewahrleistete einen 
festen Sitz der Stopfen und verhinderte damit das nachtragliche Kindringen von 
Sauerstoff. Nach Verschlu8 der Réhrchen durch Drehen des Stopfens um 180° 
wurden die Réhrchen in den Thermostaten iibergefiihrt und nach einer Dauer von 
10 min (zum Temperaturausgleich) gekippt. Bei Relativmessungen wurde durch 
Vergleich mit einem Kontrollréhrchen, das mit abgekochter Bakteriensuspension 
und /,, der MBl-Menge beschickt und auf 6 ml mit Wasser aufgefillt war, die Zeit 
bis zur 90% igen Entfarbung gestoppt, bei Absolutmessungen die Zeit bis zur voll- 
standigen Entfarbung. Die Konzentration war nach Méglichkeit so bemessen, daB 
die Reduktionszeiten zwischen 6 und 20 min lagen. 


Bereitung der Suspension und ,Konzentrations -Ermitt- 
lung: Die Eigenschaft der hier untersuchten Knallgasbakterien, in Form 
yon zusammenhangenden Hauten nach Art einer Mycoderma auf der 
Oberflache der Nihrlésung oder als knorpelig-gallertige Kolonien auf 
Agarnahrbéden zu wachsen, machte besondere Verfahren zur Gewinnung 
einer Bakteriensuspension von einer Homogenitiat nétig, wie sie fiir eine 
einwandfreie Dosierung zweckmaBig ist. 
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Die Bakterien wurden nach 4—5tagiger Inkubationszeit, noch wahrend ihres 
kraftigsten Wachstums, als massive Haute von den Nahrlésungen geerntet und 
durch mehrmaliges Aufschwemmen und Zentrifugieren in physiologischer NaCl- 
Lésung gewaschen. Aqua dest. eignet sich als Waschfliissigkeit nicht, da die Haute 
darin nicht sedimentieren, eine Erscheinung, die méglicherweise auf ladungs- 
bedingte Oberflachenkrafte zuriickzufiihren ist. Die feuchte Bakterienmasse word 
anschlieBend zur Zertrennung der Bakterienhaute in die einzelnen Individuen mit 
oberflachlich angerauhten Glaskugeln in einem Glaschen 30 min geschiittelt ode: 
nach einer von GuNnsALus u. Umpretr fiir die Gewinnung von Bakterienextrakten’ 
aus Trockenbakterien beschriebenen Methode in einem 1 ]-Rundkolben site 
Der Erfolg und der Grad der Zerteilung waren um so giinstiger, je friiher die Bak- 
terien geerntet wurden. Der Bakterienbrei wurde mit w' enig aqua dest. aufgenommen., 
Puffer und Salzlésungen eigneten sich hierzu nicht, da in diesen Medien bald Zu- 
sammenballung und Ausflockung der Bakterien auftrat. Die vereinzelten Bakterien’ 
von den noch immer vorhandenen Hautfetzchen zu trennen, gelang durch Filtration 
durch ein Papierfilter (benutzt wurde Schleicher und Schiill 2040a). 


Als Bezugsgré&e der Bakterien-,,Konzentration‘‘ wurde der Gesamt- 


N-Gehalt der Zellsuspension nach KyELDAHL bestimmt. 


Die Bakterien, in der Regel 5 ml Suspension, wurden mit 2 ml konz.H 80, 
und Selen-Reaktionsgemisch nach WIENINGER 2 Std verascht, das gebildete— 
Ammoniak mit einer Halbmikro-Apparatur in 5 oder 10 ml vorgelegte n/100 HCl 
tibergetrieben und die Salzsiure mit n/100 NaOH gegen Methylrot als Indicator 
zuriicktitriert. Nach dieser Methode wurden N-Werte um 200 ng auf 3—5 pg ge- 
nau erfaBt. 


1. Reaktionsbedingungen. 


Vorversuche gaben iiber den Einflu8 der Reaktionsbedingungen Auf- 
schluB. Zur Entfernung des Sauerstoffs aus dem Réhrcheninhalt erwies | 
sich eine 3 min wihrende Evakuierung als notwendig, aber auch hin- 
reichend, Das Schiitteln verhindert ein Absetzen der Bakterien am Boden 
und férdert die Wasserstoffaufnahme der Bakterien, doch wird eine 
Wasserstoffsittigung des Reaktionsmediums unter den gegebenen Um- 
stinden nicht erreicht. Dies geht aus Versuchen iiber den Einflu& des 
Wasserstoffpartialdruckes auf die MBl-Reduktion hervor (Tab. 1). ; 


Tabelle 1. M Bl-Entfirbungszeiten bei verschiedenem H,-Partialdruck. 


Reduktionszeit in see 
Suspension I Suspension II 
01 ld Sabi vede eed A B A B 
UO. Se1 Ss ASS ae es ee Se eee ee 90 105 420 450 
50% H, “+ 50% N Psa oy aeaeg e 120 130 510 540 
L095 Hae OOS Nites RTM SEEAS. 180 210 900 930 


Die Ergebnisse weisen auf eine logarithmische Abhiingigkeit der Re- 
duktionszeit vom H,-Partialdruck in dem Sinne, als eine Herabsetzung 
des Partialdruckes auf 1/,, eine Verdoppelung der Entfirbungszeit be- 
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wirkt. Die unten mitzuteilenden manometrischen Untersuchungen deu- 
ten darauf hin, daB eine derartige Abhingigkeit nur unter den hier ge- 
gebenen Bedingungen (mangelnder H,-Sattigung des Reaktionsmediums) 
besteht und nicht physiologisch bedingt ist. Da es sich bei der Mehrzahl 
‘der Versuche um Relativmessungen handelte, konnten die Réhrchen 
unter einem kontrollierbaren Unterdruck (550 mm Hg) belassen werden. 

Die Entfirbe-Geschwindigkeit ist von der Temperatur abhangig 
(Tab. 2). 


Tabelle 2. Hntfdrbungszeiten ber verschiedener Temperatur. 


37 
6,6 


40 
4,5 


50 
3 


BCs se a nm 


9,5 haa ee 


| 
| 


60 | 70 


Fir Serienmessungen erwies sich eine mittlere Temperatur von 40° C 
als vorteilhaft. 

Die Abhangigkeit der Reduktionszeit vom py-Wert wurde im Bereich 
zwischen px 3,6 und 11,5 gepriift. Die Bakterien befanden sich dabei in 
einem m/30 Phosphatpuffer, dessen pg-Wert vor und nach Ablauf der 
Reaktion mit der Glaselektrode kontrolliert wurde. Die MBI-Reduktion 
ging zwischen py 4,2 und 10 innerhalb 
1 Std vonstatten, bei héheren Bakterien- 
,Konzentrationen“ spannt sich der Bereich 6 


if 


von 3,6—10,5, damit anzeigend, daB die > = 
Entfarbungskurve im Grunde die Resul- = 

tante aus einer py-Enzymaktivitaitskurve S A 
‘und einer py-Enzymzerstérungskurve dar- Sa 
stellt. An der Lage der relativ breiten ay 


Optimumszone andert sich dadurch nichts 
(Abb. 3). 


~ 


2. Thermischer Inaktivierungspunkt. + teal eS ial Sar? WEE ea 


Ein wohl definierter thermischer Inak- at 
tivierungspunkt konnte nicht ermittelt Abb. 3. py-Abhingigkeit der Re- 
werden, obwohl die Versuche sehr oft rast a ete 
wiederholt und migliche Fehler ausse-  Srctiniiationsto ms 
schaltet wurden (Tab. 3). Die iv 
der Bakterien erwies sich als stark abhangig von der Dauer der Erhitzung 
und davon, ob die Suspension vor der Erhitzung mit H, durchstromt 
worden war oder nicht. Wasserstoff scheint eine Schutzfunktion auf 
das wasserstoffaktivierende System auszutiben. Eine 20 min lange Er- 
hitzung einer Suspension auf 65° C bewirkt noch keine nennenswerte 
Herabsetzung der Aktivitaét. Erst die Einwirkung von Temperaturen 
iiber 70° C fihrt zu einer mit der Dauer der Einwirkung zunehmenden 


Verminderung der Hydrogenaseaktivitat. 
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Wenn auch die Inaktivierungstemperatur und die dazugehérige Zeit | 
stark variieren und hier nur fiir Bakterien in H,-durchstrémter Sus- 
pension ermittelt wurden, so hat sich doch erweisen lassen, dal das in. 
Rede stehende Enzymsystem bemerkenswert thermostabil ist. Die Tem- 
peratur, deren 20 min wahrende Einwirkung die Aktivitat des Enzyms 
auf 1/,) herabsetzt, liegt zwischen 73 und 75°C. Im Vergleich zu manchen 
anderen Redoxasen, bei denen thermisch bedingte Schiiden schon zwi- 
schen 50 und 60°C eintreten, ist die Hitzeresistenz der Hydrogenase 
recht betrachtlich. : 


Tabelle 3. M BI-Reduktionszeiten nach verschieden langer Hinwirkung von 
Temperaturen zwischen 60 und 80° C. 


‘, c fy 0S Sag 
Hinwirkungsdauer Temperatur in ° C 


in min 


60 | 65 : 69—70 | 72—73 | 77—78 | 80 
5 AOR oo LT tee BO aa we 1 63 | 190 
10 16 18 | 22 | BT 140 | 440 
20 | 16 ai (mit Tags!) egg 175 24h 
Kenpo.) OD | ee ee Or 


* Reduktionszeit in Minuten. 


3. Hinwirkung von Giften. 


Uber die Einwirkung von Giften orientierten einige Versuche!. Das 
besonders von E. Fiscuer zur Keimfreihaltung von Fermentansatzen 
eingefithrte Toluol behindert die MBlI-Reduktion durch molekularen 
Wasserstoff nicht nennenswert, auf die Knallgasreaktion wirkt es hin- 
gegen deutlich hemmend (um etwa 50°). Hemmungsversuche mit stei-_ 
genden Konzentrationen von KCN (107! bis 10-4 m) wiesen auf keine 
spezifische Cyanempfindlichkeit. Die Hemmung setzte erst bei 1- 10-2 m 
ein und fiihrte erst ab 7-10-? m KCN zu einer totalen Hemmung. 


4. Weitere Farbstoffe als H-Acceptoren. 


Neben Methylenblau haben noch eine Reihe anderer Farbstoffe Accep- 
toreigenschaften gegentiber dem durch die Bakterien aktivierten Wasser- 
stoff. Die Versuche wurden mit THunBeRG-Roéhrchen vorgenommen und 
an Stelle von oder in Kombination mit Methylenblau jeweils einer der 
gelaufigsten Redoxindicatoren zugesetzt. Die Konzentration wurde vari- 
iert. Kine Giftwirkung, die sich etwa darin iiuBerte, daB ein Farbstoff 
nur noch in hoher Verdiinnung reduziert wurde, nicht aber bei Konzen- 
trationen von 1:30000, wurde in keinem Fall beobachtet. 


1 Uber eine eingehende Hemmungsanalyse soll in Kiirze berichtet werden. 
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Die Bakterien vermochten folgende Unentfirbt blieben (nach 20 Std 
Farbstoffe zu reduzieren: Inkubation): 
2,6 Dichlorphenol- Phenosafranin. ... . HK’) — 252 mV 
indophenol . . . . HE’) +217 mV _ Indigodisulfonat .. . E’j)— 125 mV 
‘Thymol-indophenol . . E4,+174mV_ . 
@loluylenblau ,... . EK’) + 115 mV 
MenrOnini =... wk BR, + 62 mV 
Methylenblau. .... EK’, + 11 mV 
Indigotetrasulfonat . . E’,— 46 mV 


Brillant-Alizarinblau. . EK’, — 167 mV 


_ Mit MBI kombiniert wurden auch diese entfirbt. Ihr Versagen im 
ersten Falle scheint also nicht darin begriindet zu legen, da die Bak- 
terien kein geniigend tiefes Potential auszubilden verméchten, wie zur 
Entfiirbung dieser Stoffe nétig ist. Es konnen vielmehr konstitutions- 
spezifische Faktoren eine Rolle spielen, die eine direkte Reaktion des 
Fermentsystems mit dem Farbstoff nicht zulassen. Durch Koppelung 

-mit MBI wird die Wasserstoffiibertragung ermdglicht. In anderen Fallen 
wurde die Entfirbungszeit durch Zusatz von MBI, auf einen Bruchteil 
herabgesetzt. Eine Acceptorspezifitat von Dehydrasen im THUNBERG- 
Versuch wurde schon mehrfach mitgeteilt (referiert bei Tamiya 1942) 
und braucht nicht potentialbedingt zu sein. Die in der Literatur auffind- 
baren Angaben weisen darauf hin, dafi chemisch verwandte Farbstoffe 
auch ahnliche H-Acceptoreigenschaften besitzen. Triphenyltetrazolium- 
chlorid (E’, — 80 mV) wird zum unléslichen, roten Formazan reduziert; 
Janusgriin (E’, — 256 mV) zu Janusrot; Neutralrot (E’) — 340 mV) wird 
nicht entfarbt. Aus den bisherigen Befunden lassen sich noch keine weit- 
gehenden Schliisse auf die Tiefe des Reduktionspotentials, das die Bak- 
terien auszubilden vermégen, ziehen. 


5. Nitratreduktion. 


Zur Priifung der Bakterien auf die Reduktionsfahigkeit von Nitraten 
wurden Suspensionen gut gewaschener ruhender Zellen (1 ml) mit 1 ml 
Phosphatpuffer (px 7,17), 1 ml 2% ige KNO,-Losung und | ml aqua dest. 
in TuunperG-Rohrchen unter H, 14 Std lang bei 30° C inkubiert und 
das Filtrat des Ansatzes mit «-Naphthylamin-Sulfanilsaure auf Nitrit 
geprift; der Nachweis war in allen Fallen stark positiv. Die Fahigkeit 
zur Nitratreduktion geht durch Erhitzung der Bakterien fiir 5 min im 
siedenden Wasserbad verloren. Als Sauerstoffacceptoren kénnen neben 
dem molekularen Wasserstoff auch die Substrate dienen, auf denen der 
Organismus heterotroph zu wachsen vermag (Bernsteinsaéure, Malonsaure, 
Milchsiure, Fumarsiure). In unter Knallgas inkubierten Ansitzen lief 
sich niemals Nitritbildung nachweisen. Spuren von Sauerstoff, der 
Wasserstoff- oder Stickstoffillung der Rohrchen beigemischt, stdren 
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die Anreicherung von Nitrit in der Testlésung ebenfalls. Die Nitra 
reduktion unter Anreicherung von Nitrit im Medium geht nur unt 
streng anaeroben Bedingungen vor sich. 


B. Manometrische Untersuchungen. 


a) Methodisches. 


Die manometrischen Untersuchungen wurden in einer mit 12 Manometern au 
gestatteten WarBurG-Apparatur mit seitlicher Schiittelung von 2,5 cm Elongatio: 
und einer Schiittelfrequenz von 78/min ausgefiihrt. Die Temperatur des Bade: 
betrug 30 + 0,02° C. Die GefaBe haben ein Volumen von 18 + 0,5 cm® und trage 
zwei seitliche Ansaitze, von denen der eine durch einen Durchliiftungsstopfen ver. 
schlossen wird. Die Versuche wurden mit ruhenden Zellen in m/30 Phosphatpufft 
(pu 7,17) durchgefiihrt. Das Gesamtfliissigkeitsvolumen betrug 3 ml. Die Filan 
mit~Gasgemischen wurde unter Schiittelung im Bad vorgenommen, indem jewei 
6 Manometer gleichzeitig erst 5 min mit reinem H, gespiilt und dann unter Durch 
leiten von 11 Gasmischung je GefaiB gefiillt wurden. Die Durchspiilung war unte 
den angegebenen Umstiinden so vollstandig, daB nach der Wasserstoffspiilung noc 
nach 1 Std kein Gaswechsel beobachtet werden konnte. 


Der Auswertung der Versuchsreihen wurde die Gesamtgasaufnahm 
zugrunde gelegt, also die Aufnahme der H,/O,-Mischung bei 30° C. De 
aus der im Laufe von 2—6 Std verbrauchten Gasmenge berechnet 
Q-Wert wurde auf den Gesamt-N-Wert der Bakterien (Zell-N) bezogen. 
Qx(N) gibt also die Gasmenge in jl an, die in 1 Std von 1 mg Zell- H 
verbraucht wurde. Auf Grund der theoretisch zu erwartenden und ex- 
perimentell mehrfach (LEBEDEFF 1909, RunLAND. 1924, ScHatTz 1952) 
erharteten Gasbilanz H, + 4 0, = H,O ist der Qu, durch Multipli- 
kation des Q, mit ?/; leicht zu ermitteln. Die hier mitgeteilten Ergeb 
nisse wurden durch Mittelung der Ablesung zweier gleichlaufender Mano 
meter erhalten und jeweils ein- oder mehrfach reproduziert. 


b) Ergebnisse. 


Erste tastende Versuche bestatigten die bereits bei den ersten Kultur- 
versuchen gehegte Vermutung, daB die Knallgasbakterien einen relativ 
groBen Gasumsatz aufweisen. Schon geringe Mengen an Bakterien, 
entsprechend 4 y Zell-N, zeigen eine deutliche Gasaufnahme. Von dieser 
unteren Grenze der Bestimmbarkeit bis zu 300 y Zell-N je GefaiB ver- 
liuft die Gasaufnahme der Bakterienkonzentration annihernd propor- 
tional, Bei Versuchen mit den iiblichen Laufzeiten bis 4 Std ist es gleich- 
giiltig, ob CO, durch KOH absorbiert wird oder nicht. Die Gasaufnahme 
ist in beiden Fallen innerhalb der Fehlergrenze die gleiche. Die Knall- 
gaskondensation durch ruhende Zellen kann also als eine Leerlaufreak- 
tion angesehen werden, bei der kein CO, aufgenommen zu werden braucht. 
Kin Unterschied zwischen der Gasaufnahme von mit KOH versehenen 
und KOH-freien GefaBen in den ersten Versuchsstunden konnte nur bei _ 
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orientierenden Versuchen iiber die Autorespiration festgestellt werden. 
Thre Hohe liegt unterhalb 3% des Knallgasumsatzes. [hres geringen Be- 
trages wegen konnte sie bei der Auswertung vernachlissigt werden. 


1, Einflup von gebundenem N und CO, auf die Hohe des 
Knallgasumsatzes. 


Es wurden Versuche mit 8- und 10stiindiger Laufzeit angestellt. Das 
Ergebnis eines dieser Versuche ist in Abb. 4 wiedergegeben. Die Bak- 
terien waren vor dem Versuch nochmals sorgfaltig gewaschen worden, 
um von jeglichen Nahrsalz- 
komponenten und etwaigen 


Ausscheidungen befreit zu ee | 
: f 7200 

werden. In einer Serie war 
die Atmosphare vollig CO,- 7000 
frei. Gewahrleistet wurde dies x mit C02 und N 

: : 800 t ne 
durch VergroBerung der KOH S 1 ohne Cp mitN 
Oberfliche im Mittelansatz ‘S a [ 
mittels eines FlieBpapier- & 
fachers. In der anderen Serie 400 eae 
enthielt sie 2° CO,, wobei das ai : 
Medium mit Bicarbonat ge- a eee 
puffert war. Unter diesen Be- 
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dingungen wurde das Ver- 


halten mit und ohne Zusatz ge- 
bundenen Stickstoffs (NH,Cl) 
zum Medium gepriift. 

Stand den Bakterien bei 


Abb. 4. Abhingigkeit des Gasumsatzes vom CO,- und 
N-Gehalt des Mediums. 1 ml] Suspension = 49 y 
Zell-N; 1 ml m/5 Phosphatpuffer py 7,2. Stickstoff: 
1 mg NH,Cl; Bicarbonatpuffer: 0,5 ml 7,5-10-*m 
NaHCO;; CO,-freier Ansatz mit 0,2 ml 20% KOH 
im Mitteleinsatz; Atmosphiire: 90% H, + 10% Os, 


CO,-freier Atmosphire dazu2% COs. 


kein gebundener Stickstoff 

zur Verfiigung, so war der Knallgasumsatz waihrend mehrerer Stunden 
konstant und fiel dann merklich ab..War N vorhanden, so stieg 
die Gasaufnahme nach einigen Stunden leicht an. Dieses Verhalten weist 
darauf hin, da eine Enzymbildung nur bei Vorhandensein nutzbarer 
N-Verbindungen stattfinden kann. 

Im CO,-haltigen Medium erschien die Gasaufnahme schon nach 
¥,. bis 1stiindiger Laufzeit deutlich gesteigert. Hier findet der Organis- 
mus Bedingungen, unter denen er wachsen kann. Da8 auch ohne N-Zu- 
satz anfanglich eine Steigerung des Gasumsatzes stattfand, mag auf die 
stillen N-Reserven der Bakterien zuriickzufitihren sein. Diese Annahme 
wird unterstrichen durch die Tatsache, dali ohne N der Gasumsatz bald 
eine konstante Hohe annimmt. 

Ist sowohl CO, als auch N verfiigbar, so sind alle Voraussetzungen fiir 
Wachstum und Vermehrung der Bakterien gegeben. Tatsachlich -steigt 
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der Gasumsatz bis zum Ende der Laufzeit stetig an und erreicht dabei 
einen Q-Wert (von 5600), wie er sonst nur selten beobachtet wurde. Ob 
das Wachstum durch das Vorhandensein von Spurenstoffen oder akze 

sorischen Nahrstoffen noch gesteigert werden kann, ist nicht vee 
worden. } 

Sind die Bakterien alter oder weniger aktiv als die bei den eben be- 
schriebenen Versuchen, so findet auch ohne N und CO, eine Steigerung 
der Gasaufnahme statt. Mit N und CO, sind die Gasumsatzerhé6hungen 
entsprechend gréBer als im angefiihrten Versuch. 

In dieser mit der Zeit zunehmenden Umsatzrate scheinen sich zwei 
Erscheinungen zu tiberlagern und zu addieren. Einmal findet eine phy- 
siologische Verjiingung statt (ohne CO,), die sich in einer Aktivitiats- 
steigerung, besonders bei teilweise inaktivierten Zellen, schwacher auch 
bei frischem Bakterienmaterial, iuBert. Es kann sich dabei um eine Re- 
aktivierung leicht inaktiver Fermente oder deren Neubildung handeln. 
Dariiber hinaus kénnen die Bakterien unter giinstigen Bedingungen 
(CO,, N) wachsen, was in einer fortwahrenden Steigerung der Gasauf- 
nahme zum Ausdruck kommt. Ohne CO,-Zusatz wird das Wachstum 
bald eingestellt. 


2. Hinflup der Wasserstoffionen-Konzentration. 


Der EinfluB der Konzentration der Wasserstoffionen auf die Héhe der 
Wasserstoffoxydation durch eine Suspension ruhender Zellen wurde in 
m/30 SGRENSEN-Phosphatpuffer untersucht. Das Optimum des verhalt- 

nismaiBig breiten Bereiches hoher Gas- 


nlf umsiatze liegt im Alkalischen bei px 7,7 
a (Abb. 5). In diesem Punkt unterscheiden 
sich die Befunde von denen von ScHATZ. 
6 u. Bovety (1952), die einen optimalen px 
von 6 angeben. 
50 


knallgasouthohine 


3. Optimale Zusammensetzung 
der Knallgasatmosphire. 


oo 


Entsprechend dem _ stéchiometrischen 
Verhaltnis von H,:0, = 2 bei der 
foe eceldh: sim Bac tas Knallgaskondensation konnten die beiden 
auinahme vom pq. Abszisse: py,  reagierenden Gase im Verhiiltnis 2:1 ge- 
Ordinate: Knallgasaufnahme yl/Std. mischt werden. Nach den bisherigen Er- 

fahrungen iiber die Sauerstoffempfindlich- 
keit der Hydrogenase war zu erwarten, da das fiir eine optimale 
Knallgaskondensation giinstigste Gemisch einen niederen O,-Gehalt 
haben miisse. Da es fiir die weiteren Untersuchungen von grofer 
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Bedeutung war, die Hauptreaktionspartner in einem optimalen Ver- 
haltnis zu geben, wurde der Einflu8 des H,- und O,-Partialdrucks auf 
den Gasumsatz mit an erster Stelle und sehr sorgfialtig untersucht. 
Die GefaBe wurden alle gleichartig beschickt und nach Spiilung mit 
Wasserstoff paarweise mit verschiedenen Gasgemischen gefiillt, davon 
einige Serien mit variiertem O,-Druck bei konstantem H,-Druck (30°) 
und einige Serien mit veraindertem H,-Druck bei konstantem O,-Druck. 

Wie aus der graphischen Dar- ; 
stellung (Abb. 6) ersichtlich ist, wl 
liegt das Optimum bei einem O,- 700 
Gehalt von 15°). Dabei sind die 
Unterschiede, wie auch aus weite- 
ren Messungen hervorgeht, zwi- 
schen 5 und 15°, O,-Gehalt der 
Gasatmosphare recht gering, so 


D 
S 


Gasautnohme 
cS 
Ss 


daB man von einem optimalen 300 

Verhalten in diesem Bereich Fi 

sprechen kann. Mit steigenden 

O,-Konzentrationen von 20% Cag 

aufwarts nimmt die Gasaufnahme : 

zusehends ab und fiihrt schlieBlich 4 7 2 s ¥ Std. 

von 60 es ab zu einer zeitlich zu- Abb. 6. Knallgasaufnahme in Gasgemischen kon- 
: Lost stanten H.-Gehaltes unter Variation des O,-Ge- 

nehmenden Inaktivierung des haltes. 1 ml Suspension = 97 y Zell-N; m/15 

Systems In Richtunge niederer Phosphatpuffer 1,5 m1; Atmosphire : 30% Wasser- 

; y r 2 stoff; 0,3—60% Sauerstoff,  aufgefiillt mit 
Konzentrationen ist der Abfall Reinststickstoff. 


der Gasaufnahme steiler. 

Demgegeniiber bewirkt eine Veranderung des Wasserstoffgehaltes (von 
10—90°,,) bei keinem der durchgepriiften Sauerstoffanteile (10 und 60% ) 
eine auBerhalb der Fehlergrenze liegende Verschiedenheit in der Hohe 
des Gasumsatzes (Tab. 4). 

Die Ergebnisse sprechen fiir eine Abhangigkeit der Hohe des Gas- 
umsatzes vom Partialdruck des einen der beiden Reaktionsteilnehmer, 
des Sauerstoffs. Handelte es sich dabei um rein physikalische Voraus- 
setzungen, also etwa die Léslichkeitsverhaltnisse der beiden Gase im Ver- 
suchsmedium, so mite man gemaéfB des BunsEeNschen Léoslichkeits- 
koeffizienten das Umgekehrte erwarten. Bei 30° C ist « O, = 0,0261 und 
x H, = 0,0170. Sauerstoff ist besser léslich in Wasser als Wasserstoff. 
Weiterhin wird nach dem H,/O,-Verhiltnis der Gasaufnahme der Bak- 
terien von 2 nur halb soviel Sauerstoff aufgenommen als Wasserstoff. 
Wenn sich also trotz dieser physikalischen und stéchiometrischen Vor- 
aussetzungen in den experimentellen Ergebnissen die Geschwindigkeit 
der Knallgaskondensation von der O,-Konzentration enger abhangig er- 
weist als von der H,-Konzentration, so miissen andere Faktoren im Spiele 


380 H.-G. SCHLEGEL: 


sein, die die Sauerstoffaufnahme zum begrenzenden Faktor machen. Es 
wire etwa an verschiedene Permeabilitatsverhaltnisse fiir O, und H, zu 
denken, oder an eine Begrenzung der Sauerstoffaufnahme durch das ent- 
sprechende Fermentsystem. Fiir letztere Méglichkeit sprechen nun Ver- 
suche mit Farbstoffen, die erfahrungsgemaB als abiologische Sauerstoff- 
iibertriger fungieren, insbesondere mit MBI. 


Tabelle 4. Gasaufnahme bei konstantem O, und verdndertem Hy. 


Gasatmosphare 
Suspension | | QxK(N) 
La oe a N, 
A | 10 90 — 1000 
eee 50 40 1020 
10 20 70 940 
10 10 | 80 950 
60 40 — BYR) 
60 10 30 385 
B | 10 22.5 67,5 1352 
10 45 45 | 1305 
10 90 —= 1335 


0,5 ml Suspension (Susp. A 66 y Zell-N, Susp. B 88 y Zell-N); 1,5 ml m/15 Phos- 
phatpuffer pq 7,2; ad 3,00 ml aufgefiillt mit physiologischer NaCl-Lésung; 0,2 ml 
KOH 20% im Mitteleinsatz. Q (N) berechnet aus der Gasaufnahme von a) Susp. A 
6 Std, b) Susp. B 4 Std Laufzeit. Mittelwerte von 2 Messungen. 


4. Methylenblau als H-Acceptor und ,,O,-Ubertriiger*. 


Befinden sich die ruhenden Zellen in einer Wasserstoffatmosphare, die 
auch nicht Spuren von Sauerstoff enthalt, und sind keine anderen H- 
Acceptoren vorhanden, so tritt ttberhaupt kein Gaswechsel in Erschei- 
nung. Auf den Zusatz von Methylenblau hin wird Wasserstoff aufgenom- 
men. Zur Hydrierung von 1,66 mg (== 3,95 «M) MBI wurden 80—90 ul 
(3,56—4,0 uM) H, verbraucht, was innerhalb der Fehlerbreite den theo- 
retisch zu erwartenden Verhiltnissen entspricht. Die Reduktion von MBI 
geht sehr schnell vonstatten. Im vorliegenden Fall betriigt der Qx, (N) 
etwa 1500, erreicht aber mitunter Werte von 5000. Ersetzt man dann 
den Wasserstoff durch eine H,-O,-Atmosphire, so tritt in den mit MBI 
beschickten GefaBen nicht nur eine durch die teilweise Autoxydation 
von Leuko-MBI zeitweise erh6hte Gasaufnahme ein, sondern der Q-Wert 
bleibt weiterhin betrachtlich gréBer als bei den MBI-freien Kontrollen 
(Abb. 7 und 8). Der Grad der Férderung ist dabei von mehreren Fak- 
toren abhangig. Die optimale MBI-Konzentration, also diejenige, bei 
deren weiterer Steigerung kein gr6ferer Effekt zu erzielen ist, liegt noch 
unterhalb derer, in der MBI eine Giftwirkung entwickelt. Diese Optimal- 
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konzentration wird um so eher erreicht, je geringer die Dichte der Sus- 
pension ist. So war im Falle II der wiedergegebenen Kurven (Abb. 7) 
bei einer Suspensionsdichte von 259 y Zell-N/3 ml die gegebene MBI- 
Menge noch nicht optimal, wahrend in einem anderen Versuch mit einer 
Suspensionsdichte von 105 y Zell-N die MBI-Konzentration 1:3600 schon 
eine optimale Wirkung zeigte. Hin- 
sichtlich der Gasmischungsverhalt- 
nisse ist die MBl-Férderung um so 
groBer, je geringer der absolute 
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Abb. 7. Wasserstoff-Aufnahme mit Methylenblau als H-Acceptor. 1 ml Suspension = 259 y Zell-N; 

Puffer und Wasser. Im Seitenarm: I 2 - 0,83 mg MBI; II 0,83 mg MBI; III 0,1 mg MBI; IV 0,01 mg 

MBI; V ohne MBI. Atmosphiare: Bis 1,40 h Hs, dann 95% H, + 5% O.. I, Il, ILI, IV nach 1 Std 
gekippt, I nach 1,20 h erneut gekippt. 


Abb. 8. Hinflu® des O.-Gehaltes der Gasatmosphire auf den Methylenblaueffekt. 1 ml Suspension = 
97 y Zell-N; 0,5 ml MBI 1:600; Puffer und Wasser ad 3,00 ml; Kontrollen ohne Methylenblau- 
zusatz. Gasatmosphare: 30% H, + 15,30 und 60% O2, mit Stickstoff aufgefiillt. 

—-—w— ohne, ---- mit Methylenblauzusatz. 


O,-Partialdruck ist. Das Férderungsverhaltnis, wie das Verhaltnis der 
Q-Werte von MBl-haltigen und MBl-freien MeBreihen zu nennen ware, 
nimmt mit sinkendem Sauerstoffpartialdruck zu. AuBerdem ist das 
Verhaltnis vom Alter und von der Vorbehandlung der Zellen abhangig. 

Die bisherigen Ergebnisse erwecken den Anschein, als ob hier MBI als 
zusitzlicher O,-Ubertrager in die Kette des Sauerstofftransportes ein- 
trite oder neben dem normalen sauerstoffseitigen Fermentapparat fun- 
gierte. Dafiir sprechen noch weitere aus den Kurven ablesbare Be- 
ziehungen. Die Hohe des Gasumsatzes bleibt nicht bei allen O,-Konzen- 
trationen iiber mehrere Stunden konstant, sondern sinkt in Fallen hoher 
O.,-Konzentrationen ab (Abb. 8). Dieser Effekt ist wohl auf eine Inakti- 
vierung der Hydrogenase durch Sauerstoff zuriickzufiihren. Je héher die 
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O,-Konzentration ist, um so eher erfolgt das Absinken. Dieser Inakti- 
vierungseffekt wird beschleunigt durch MBI-Zugabe. Im Anfang ist noch 
eine geringe fordernde Wirkung des MBI festzustellen, ein Zeichen, dab 
auch bei hohen O,-Partialdrucken die Reduktion des MBI schneller vor 
sich geht als die ae Sauerstoffs. Nach relativ kurzer Zeit kehrt sich aber 
die férdernde Wirkung des MBI in eine hemmende um. Das ist wohl so 
zu deuten, da® bei den unter dem Einflu® eines zusitzlichen O,-Uber- 
trigers stehenden Zellen mehr O, an den Reaktionsort und an die Hydro- 
genase gelangt als bei den MBI-freien Zellen. Wo Sauerstoff als Minimum- 
faktor die Héhe des Umsatzes bestimmt, wirkt MBI fordernd. Ist aber 
dem Partialdruck gemaB an sich schon ausreichend Sauerstoff vorhanden, 
so schlagt das Férderungsverhaltnis in ein Hemmungsverhaltnis um. 


5. Abgestufte Inaktivierung durch Hitzeeinwirkung. 


Die eben mitgeteilten Befunde iiber die Wirkung des MBI zu iber- 
prifen und unter neuen Untersuchungsbedingungen zu bestatigen, wur- 
den weitere Versuchsreihen durchgefiihrt, die mit einfachen Mitteln még- 
lich waren. Der anhaltende Umgang mit dem Objekt bei vielfach wieder- 
holten Versuchsreihen hatte erkennen lassen, daB sich ruhende Zellen 
verschiedenen Alters unterschiedlich verhalten und das Férderungsver- 
haltnis mit dem Alter der Zellen zunimmt. Bei frisch geernteten Zellen 
von nur 3—4 Tage inkubierten Kulturen betrug das Forderungsverhalt- 
nis meistenteils nur 1,1—1,3. Langer inkubierte Haute, die wegen des 
bequemeren Erntens hiufig benutzt wurden, wiesen ein Férderungsver- 
haltnis von 1,5—2 auf. Das konnte nur auf eine teilweise Inaktivierung 
des O,-aufnehmenden Fermentsystems zuriickzufiihren sein. Anderer- 
seits war immer wieder zu beobachten, daB die Aktivitaét der Zellen und 
auch ihr Verhalten bei Anwesenheit von MBI lange Zeit konstant blieb, 
wenn die Bakteriensuspension unter Wasserstoff, oder auch nur nach 
Durchspiilung mit H,, bei 0—5° C aufbewahrt wurde. Die Schidigung 
muBte also durch Wirme gefordert werden und neben dem hydrogenase- 
auch das sauerstoffseitige Fermentsystem betreffen. Auf Grund der schon 
oben mitgeteilten Befunde war anzunehmen, da Hydrogenase relativ 
thermostabil ist, fiihrte doch bei den THunBERG-Versuchen eine 20 min 
lange Erhitzung auf bis 60° C noch kaum zu einer Beeintrachtigung der 
Reduktionszeit. Andererseits ist bekannt, da die Cytochrome hitzelabil 
sind. Nach Kerr (1936) wird Cytochromoxydase bei 52—55° © zer- 
stort. Durch eine geeignete Vorbehandlung mit Hitze muBte es also még- 
lich sein, das O,-aktivierende Ferment betrachtlich zu schidigen, ohne 
dabei die Hydrogenase nennenswert zu treffen. Eine solche Behandlung 
muBte die MBI-Wirkung starker in Erscheinung treten lassen, wenn MBI 
wirklich als O,-Ubertriiger zu fungieren vermag. Versuchsreihen mit 
20 min lang auf 50, 60, 65 und 70° C erhitzten Bakterien zeitigten 
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bemerkenswerte Ergebnisse (Abb. 9). Betrug das Forderungsverhaltnis der 
unbehandelten Kontrolle 1,9, so stieg es bei den mit 50° C vorbehandelten 
ruhenden Zellen auf etwa 6, bei den mit 60° C sogar auf 10. Mit steigender 
Temperatur der Vorbehandlung verminderte sich erwartungsgemaiB die 
Umsatzrate auch bei den unter MBI-Wirkung stehenden Zellen, was dar- 
auf hindeutet, da auch Hydrogenase einer teilweisen Thermo-Inakti- 
vierung unterliegt. 


Bemerkt sei noch, da® in den yl 
wiedergegebenen Versuchen die 
Suspension vor der Hitzeexpo- (we 
sition 5 min lang mit Wasser- 
stoff durchspiilt wurde, die Zellen 800 
sich also unter H, befanden. Bei N 
Suspensionen, die ohne voran- 8 eo 
gehende H,-Durchstr6mung oder S 
nach O,-Spiilung erhitzt wurden, s as 
waren die Inaktivierungseffekte 
bedeutend egrdBer, wobei das 
Foérderungsverhaltnis in keinem ee 
Falle den Wert 5 iiberschritt. Es 
geht daraus hervor, da Hydro- a 
ob pies sauerstoffempfindlich ist Abb. 9, Gasaufnahme durch erhitzte Bakterien- 
und durch H, vor der Inakti- — suspensionen. 1 m1 Suspension = 52 y Zell-N; 


F - : a 20 min auf 50 (II), 60 (III), 65 (IV), und 70°C (V) 
vierung durch Hitze in betracht- erhitzt. (I) unbehandelte Kontrolle. Gestrichelte 


lichem MaBe geschiitzt werden Kurven (Index a) bezeichnen die Ansiitze mit 
k einem Zusatz von 0,5 ml MBI 1:5000. 
ann. 


Mit diesen Versuchen tiber die Inaktivierung des O,-aktivierenden und 
iibertragenden Systems diirfte ein weiterer Beweis fiir das vikariierende 
Verhalten von MBI bei der O,-Aktivierung und -iibertragung erbracht 
worden sein. 


6. KCN-Hemmung und Enthemmung durch M Bl. 


Die Vorstellung, daB MBI bei unserem Versuchsobjekt als abiologischer 
O,-Ubertraiger fungiert, wird durch Versuche mit KCN gestiitzt. 


Den Ergennissen der CN-Hemmungsversuche sind einige methodische Bemer- 
kungen voranzuschicken. Da in unseren Versuchen die GefaBe mit einer bestimmten 
Gasatmosphare gefiillt und zu diesem Zweck langere Zeit mit Gas durchspiilt 
werden muBten, war eine Fehlerquelle, auf die schon WaRBURG (1948) und neuer- 
dings Umpretr hinwiesen, besonders zu beriicksichtigen. Nach WaRrBuRG ist ,,der 
Druck der Blausaure iiber sehr verdiinnten Blausdurelésungen so groB, daB man 
die Blauséure aus sehr verdiinnten waBrigen Lésungen durch Luftdurchleitung 
vollstandig austreiben kann‘. Da im vorliegenden Falle keine KOH zur CO,-Ab- 
sorption bendtigt wird, lagen die Verhaltnisse relativ giinstig. Die bestehenden 
Schwierigkeiten konnten von mir insofern umgangen werden, als die Blausdure 
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wihrend der Durchspiilung des GefaBes mit Gas im alkalischen Miliew im Seiten- 
arm belassen wurde, wobei ihr Dampfdruck nicht sonderlich in Erscheinung tritt. 
Das HauptgefaB war mit Phosphatpuffer und einer zur Neutralisierung der HCN- 
Lésung nétigen HCl-Menge versehen. Die Bakteriensuspension befand sich im 
zweiten Seitenarm. Die Kippung erfolgte erst nach Gaseinleitung. Auf diese Weise 
wurde erreicht, daB die Konzentration an wirksamer Blausaure bei der Gasdurch- 
strémung keine Veranderung erlitt und die Herstellung der gewiinschten H-lonen- 

konzentration von px 7,2 gewahrleistet 


war. 
7200 7 


i Kontrolle Die Hemmung der Knallgaskon- 
f densation betragt bei 1 -10~* m KCN 
97% und bei 2,5 - 10-*m KCN 94%. 
Die Hemmung setzt bei einer KCN- 
Konzentration ein, die fiir die Hem- 
mung der schwermetallhaltigen At- 
mungsfermente typisch ist. Man 
darf annehmen, da die Bakterien 
Sauerstoff vermittels des Cytochrom- 
oxydase-Cytochrom-Systems  akti- 
vieren und iibertragen. Die beteilig- 
ten Fermente sind durch KCN hemm- 
bar. Wie nach den graphisch darge- 
stellten Ergebnissen der vorangehen- 
Abb. 10. Hemmung der Wasserstoffoxydation den Versuche zu erwarten und an 
Paha ree a Hn 15) Zax, anderen Organismen schon mehrfach 
Phosphatpuffer pq 7,2; ohne (ausgezogene beobachtet worden war, 1aBt ein Zu- 
Linien) und mit (gestrichelt) MBl-Zusatz. - 
In10-?mKCN-Lésung kommt ohne MBI keine satz von MBI die Knallgaskonden- 
Gasaufnahme mehr zustande. sation der HCN-gehemmten Zellen 
anfanglich in ihrer alten Hohe von- 
statten gehen; je nach der Cyanidkonzentration nimmt jedoch im Laufe 
der Zeit friither oder spiiter der Knallgasumsatz ab, worin man eine Be- 
eintrachtigung auch anderer wichtiger Prozesse zu sehen hat. Das Ver- 
halten des MBI deutet darauf hin, da8 es die Wasserstoffoxydation nicht 
nur unterstiitzt, sondern annaihernd den gesamten O,-Transport tiber- 
nehmen kann. Des weiteren erscheint mir aber der Befund bedeutungs- 
voll, daB die H,-Aktivierung sogar noch in 10-2 m KCN-Lésung vor sich 
geht, das Ferment Hydrogenase also auch durch diese Konzentration 
noch nicht nennenswert gehemmt wird. Das war nach den MBI-Reduk- 
tionsversuchen schon zu erwarten. Da es sich bei dieser CN-Konzen- 
tration schon um eine GréBenordnung handelt, bei der die Fe-haltigen 
Fermente lingst ausgeschaltet sein miissen, diirfte der Befund darauf 
hindeuten, da das H,-aktivierende Enzym nicht cyanidempfindlich ist, 
daB also Schwermetalle, wenn sie schon im Fermentsystem enthalten 
sein sollten, bei der H,-Aktivierung keine wesentliche Rolle spielen. 
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7. Weitere Versuche mit Farbstoffen. 


Wie die Reduktionsversuche erwiesen hatten, sind die Bakterien in 
der Lage, auBer MBI noch andere Farbstoffe zu reduzieren. Unter An- 
wendung der manometrischen Technik konnte nun der Frage nach- 
gegangen werden, wie sich diese Farbstoffe hinsichtlich der Beeinflussung 
der Knallgasreaktion verhalten, ob sie ahnlich dem MBI als abiologische 
Sauerstoffiibertrager fungieren, sich indifferent verhalten oder eine giftige 
Wirkung ausiiben, Es handelt sich hierbei um erste tastende Versuche, 
bei denen weder die Konzentration der Farbstoffe noch der py des 
Reaktionsmediums variiert wurde. Doch lassen die Versuche jetzt schon 
erkennen, daB eine den Knallgasumsatz steigernde und das cyanid- 
gehemmte Atmungsfermentsystem tiberbriickende Wirkung auSer MBI 
nur dem Farbstoff Thionin zukommt. Pyocyanin, von dem diese Effekte 
auch bekannt sind, konnte noch nicht gepriift werden. Alle ibrigen Farb- 
stoffe verhalten sich entweder indifferent (Tab. 5, Nr. 4—6) oder setzen 
den Knallgasumsatz herab. 


Tabelle 5. Wirkung von Farbstoffen auf den Knallgasumsatz durch autotroph 
gewachsene Knallgasbakterien. 


Knallgasaut- 


vier Deas nahme in 2 Std Qx (N) 
Peiscontrolles. S445, 7 s)\e i. ER Poa he Pale 336 | 5100 
8 NW Kejd ened Peiot JENNER ee Nig cc cmcl iO are og -eo oo 489 7420 
Pa DONUT yoget econ BPO iatenioe us yere vi eaksths Wc: 379 5760 
ae brillam-Auzarinblad i. . ss 6 + sos, <= 321 4870 
Pa indigodisulfonat | ccs 4. ff ee kt 320 | 4850 
6: Indigotetrasulfonat. ....-:--+--+-+-+:+- 318 | 4830 
7. Dichlorphenol-indophenol .......... 151 | 2290 
Sep AMUSET UN oe tau) woe cides oy OE ages tee 131 | 1980 
CE GLE \ 9 Gi 6) 21) Sil le Piller See ee PR eee 98,2 | 1490 
HOL Methylviolett Se ee 173 94 | 1420 
RipsNeutralroticy sedeaical-iles sOeie atti te RL. 73 | 1108 
ie Phenosairaninis) 9.) 1). eR Se REARS ES? Ghd Ih ae 68,2 | 1033 
Tassatraniny Den wseisy <  susabpe ts ApS oe ee | 64 970 


Beschickung der GefaBe mit 1 ml Suspension (= 33 y Zell-N), 1,5 ml Phosphat- 
puffer px 7,2; 0,5 ml Farbstoff (1 : 500), Gasatmosphire 90% H, + 10% Op. 


Die Untersuchungen von Barrett u. Stern (1922) hatten auch fir Thionin, 
und Toluylenblau Acceptoreigenschaften und die Funktionsmoglichkeit als O,- 
Ubertrager auffinden lassen. DaB diese Farbstoffe auBer Thionin bei den wasser- 
stoffoxydierenden Bakterien nicht diese Wirkung entfalten, kann verschiedene 
Griinde haben, die aber erst nach Versuchen mit zellfreien Fermentextrakten 
diskutiert werden sollen. Neben Thionin wurden auch noch andere Struktur- 
verwandte der Thiazine, wie Pyronin und Acridinorange, in die Untersuchung ein- 
bezogen. Als Farbstoffe ohne Redoxcharakter wirken sie vollig indifferent. Ob eine 
Abhangigkeit vom Redoxpotential der Farbstoffe besteht, wie sie kiirzlich von 
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Brin u. KrasnowskiJ (1951) an Hand von Versuchen mit Chinon, Hydrochinon, 
Thionin, Nilblau, Safranin T und Neutralrot fiir die Photosynthese und Atmung 
bei Hlodea manometrisch festgestellt wurde, kann auf Grund der vorliegenden 
Versuche noch nicht entschieden werden.’ 


Ill. SchluBbetrachtung. 


In dem neu isolierten Bakterium aus der Gattung Hydrogenomonas ist 
ein neuer Versuchsorganismus aufgefunden worden, dessen Eignung zur 
Lésung von Fragen, die nach der manometrischen Methode bearbeitet 
werden kénnen, ganz besonders hervorgehoben zu werden verdient. Der 
hohe Gasumsatz und die geringe Selbstatmung bieten in experimenteller 
Hinsicht an sich schon manche Vorteile. Ein weiterer Vorzug ist in der 
Tatsache zu sehen, daB bei der Wasserstoffoxydation beide Reaktions- 
partner Gase sind und somit manometrisch in Erscheinung treten. Alle 
Faktoren, die die H,- oder 0,-Oxydation beeinflussen, bedingen eine Ver- 
anderung der Gasaufnahme, die das 1144- bzw. 3fache eines Effektes be- 
tragt, der auftritt, wenn nur ein Reaktionspartner ein Gas ist. Es sind 
also nicht nur die Probleme, die sich an die Aktivierung des molekularen 
Wasserstoffs und seine Ubertragung kniipfen, sondern auch alle die O,- 
Aktivierung angehenden Fragen, fiir deren Bearbeitung H ydrogenomonas 
besonders geeignet ist. 


Die in der vorliegenden Untersuchung zum Ausdruck kommende Stei- 
gerung des Gasumsatzes durch Methylenblau findet ihre Erklirung in 
den Arbeiten von WarBura. 1928 wurde die atmungsférdernde Wirkung 
von Methylenblau durch Harrop u. Barron gelegentlich von Unter- 
suchungen an Siiugetiererythrocyten entdeckt. Diese Entdeckung wurde 
1929 WarsurG vorgefiihrt und steht am Beginn der Erforschung der 
wasserstoffiibertragenden Fermente. WARBURG setzte voraus, ,,MBI stei- 
gert nur dann den Sauerstoffverbrauch, wenn die wasserstoffiibertragen- 
den Fermente im Uberschu8 gegeniiber den sauerstoffiibertragenden 
sind“. 1931 fand Warsure, daB MBI in seiner fordernden Wirkung einen 
direkteren Weg einschlagen muB als den iiber die anfangs dafiir verant- 
wortlich gemachte Methiimoglobinbildung. 1932 isolierte er mit CHRi- 
STIAN zusammen das ,,gelbe Ferment“ und fand den Vorgang 


MBI + Leukoferment — Leuko-MBI + Gelbes Ferment. 


Diese Méglichkeit der Wirkungsweise und des Eingreifens von MBI in 
den ProzeB des Sauerstofftransportes besteht auch fiir die Wasserstoff- 
verbrennung durch Knallgasbakterien. Es ist denkbar, da auch bei 
ihnen die sauerstoffiibertragenden Fermente im Minimum vorhanden 
sind und durch das Redoxsystem MBI/Leuko-MBI ersetzt und unter- 
stiitzt werden kénnen. Ob MBI mit dem gelben Ferment reagiert oder 
ob es einen kiirzeren Weg zum Substrat einschlagt, 148+ sich noch nicht 
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entscheiden. Im Hinblick auf die analogen Verhiltnisse im Falle der 
Succinodehydrase, die direkt mit MBI reagieren soll, besteht die Mog- 
lichkeit der Annahme einer direkten Verkniipfung von MBI mit dem 
Ferment Hydrogenase. Doch ist die Erforschung sowohl der Succino- 
dehydrase als auch der Hydrogenase noch nicht so weit vorgetrieben, 
da eine sichere Diskussionsgrundlage vorhanden wire. So hat Morton 
kiirzlich festgestellt, dais Bernsteinsiuredehydrase zwar Ferricyanid, aber 
nicht MBI reduziert (ref. von CHaNceE u. Surrn). Eine Klarung dieser 
Frage bei den Knallgasbakterien kann erst durch Untersuchungen mit 
zellfreien Extrakten und Fermentpriparaten erwartet werden. 


Auch die Tatsache, daB MBI die Cyanidhemmung von Zellen zu iiber- 
briicken vermag und eine O,-Aufnahme ermdglicht, ist schon seit der 
Frithzeit der Erforschung der Atmungsfermente bekannt. Aufgenommen 
wurden die Untersuchungen im Anschlu8 an die Entdeckung der MBI- 
Foérderung der Atmung von Harrop u. Barron. Die Autoren stellten 
fest, daB geringe Konzentrationen von KCN, die die Atmung von Zellen 
(benutzt wurden Erythrocyten, Leukocyten und Seefischeier) vollstindig 
hemmten, keine Hemmwirkung auf die Farbstoffkatalyse der Atmung 
austibten, wahrend Narkotica wie Urethan dazu in der Lage waren. Von 
WarsureG, Kusowirz u. CHRISTIAN (1930) wurden diese Ergebnisse be- 
statigt und erweitert. 1932 stellten BARRON u. HAMBURGER fest, daB die 
katalytische Wirkung von Farbstoffen (MBI, Toluylenblau und Pyo- 
eyanin) auf die O,-Atmung von Seetiereiern (Neréis, Seeigel) durch stei- 
gende Mengen von KON nicht beeinfluBt wird. Selbst 0,1 m KCN hemmt 
noch nicht. Die Erythrocytenatmung wurde dagegen gehemmt, sobald 
die KCN-Konzentration 10~? m tiberstieg. Diese in der Literatur mit- 
geteilten Befunde sind fiir die Beurteilung der mit unseren Bakterien 
erzielten Ergebnisse von Bedeutung, geht aus ihnen doch hervor, daB 
auch bei anderen atmenden Zellen hoéhere Konzentrationen von CN 
schlieBlich auch eine MBl-Atmung verbieten. Es besteht demnach kein 
zwingender Grund zu einer Annahme, dafi die Hemmung der H,-Auf- 
nahme bei héheren CN-Konzentrationen oder die Hemmung der MBI- 
Reduktion auf eine Inaktivierung der Hydrogenase im speziellen zuriick- 
zufihren ist, 


Die bisherigen Untersuchungen berechtigen zu einigen Schlissen auf 
die Natur des H,-aktivierenden Fermentes oder Fermentsystems. Wie 
aus allen bisherigen Arbeiten hervorgeht, herrschen tiber das Hydrogen- 
aseferment noch durchaus vage Vorstellungen. Hine der letzten zusam- 
menfassenden Darstellungen hat Umprerr (1950 in SuMNER-MyRBACK, 
The Enzymes II, 1) gegeben. Die Definition von SrrpHEnson ,,Hydro- 
genase ist ein bakterielles Enzym, welches molekularen Wasserstoff zur 
Reduktion eines geeigneten Wasserstoffacceptors (einschlieBlich mole- 
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kularen Sauerstoffs) aktiviert’ (BAMANN-MyrRBAck, S. 2634—35), wird 
durch Umpreir in folgender Reaktionsgleichung prazisiert, 


H, = 2H = 2H* + 2e — 2u Ubertragern 
ac |b d 


zu Ubertragern 

worin nur die Reaktion a durch Hydrogenase katalysiert werden muB. 
Ob die Vorginge b, c und d durch dasselbe Enzym geleitet werden, ist 
noch unbekannt. Es ist leider bisher noch keine Reaktion gefunden wor- 
den, die den Proze8 a isoliert untersuchen lieBe. Bei den gebrauchlichen 
Nachweismethoden der Hydrogenase (MBI-, Sauerstoff- oder Fumarat- 
Reduktion und Deuterium-Austausch) werden jeweils besondere Uber- 
trigersysteme mit in Anspruch genommen, so dafi Eigenschaften, die 
der Hydrogenase zugeschrieben werden, in Wirklichkeit Eigenschaften 
der Ubertragersysteme sein kénnen. Die an Untersuchungen der Aus- 
tauschreaktion unter Anwendung der Hemmungstechnik gewonnenen 
Ergebnisse méchten vermuten lassen, dai Hydrogenase ein Fe-haltiges 
Enzym ist. Dieser Anschauung pflichten auch die Versuche von WARING 
u. WERKMAN (1944) bei, die an in Fe-Mangel-Medien gezogenen Organis- 
men eine verminderte Hydrogenase-Aktivitat feststellten. LEE, WILSON 
u. Wiuson (1942) und Witson u. Witson (1943) untersuchten die Gas- 
aufnahme in einer H,/O,-Mischung durch Azotobacter und fanden, da 
die Knallgasreaktion vollig cyanidempfindlich ist. Sie erwogen deshalb 
die Méglichkeit der Cyanidempfindlichkeit des H,-aktivierenden Fer- 
mentes. 

Diesen Befunden und Folgerungen, dai Hydrogenase ein Fe-haltiges 
Enzym sei, widersprechen eine ganze Reihe von Arbeiten, die zum Teil 
schon bis auf 1937 zuriickgehen, zum Teil ganz jungen Datums sind. 
NAKAMURA u. YAMAGATA (1937) kommen auf Grund ihrer Untersuchun- 
gen an Purpurbakterien zu der Anschauung, daB sich die Knallgasreak- 
tion als eine gewohnliche Atmung auffassen liBt, bei welcher sich die 
Hydrogenase anstatt einer Dehydrase beteiligt. Aus der Tatsache, daB 
dabei zwar die Knallgasreaktion, nicht aber die MBl-Reduktion mittels 
molekularen Wasserstoffs mit KCN hemmbar ist, folgern sie, da’ Hydro- 
genase kein schwermetallhaltiges Enzym sei. Zu ahnlichen Ergebnissen 
kamen WIELAND u. Pisror (1936) mit Acetobacter peroxydans. JOKLIK 
(1950a und b) stellte zellfreie Hydrogenase-Priparate aus Z. coli her. Aus 
seinen Hemmungsversuchen ist zu schlieBen, daB eine Empfindlichkeit 
nicht gegeniiber Schwermetallgiften, sondern gegeniiber auf essentielle 
SH-Gruppen spezifisch eingestellten Giften vorliegt. Gest (1951) arbei- 
tete mit zellfreien Hydrogenaseextrakten aus H. coli und Rhodospirillum 
rubrum. Hemmungsversuche mit Sulfhydrylreagenzien und Schwer- 
metallkomplexbildnern sprachen weder fiir einen Gehalt an essentiellen 
SH-Gruppen noch an Schwermetallen. 
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. Die zu dieser Frage bisher vorliegenden eigenen Untersuchungen lassen 

mit aller Deutlichkeit erkennen, daB eine Cyanidempfindlichkeit der 
Hydrogenase nicht vorhanden oder nur auf8erst gering ist. In den meisten 
Arbeiten, in denen eine Cyanidempfindlichkeit der Hydrogenase fest- 
gestellt worden ist, ist zam Mafstab der Hydrogenaseaktivitat die Was- 
serstoffoxydation gemacht worden. Damit hat man aber die cyanid- 
empfindliche O,-Aktivierung erfaBt und nicht die H,-Aktivierung. Die 
Versuche mit MBI, sowohl nach der THunBERG- als auch nach der WarR- 
BuRG-Technik, zeigen, das eine ausgesprochene Cyanidempfindlichkeit 
nur der O,-Aufnahme zukommt; und diese ist durch Zusatz von MBI 
geeigneter Konzentration iiberbriickbar. Von dieser Méglichkeit wird in 
verschiedenen Arbeiten jiingsten Datums, die sich mit Dehydrasen be- 
schaftigen, vielfach Gebrauch gemacht. So veréffentlichten MarsH u. 
MinirzER (1952) Untersuchungen an Apfelsiuredehydrase und T1nTzE 
u. Kiorz (1952) an Bernsteinsiuredehydrase, in denen sie die normalen 
Atmungsfermente mittels KCN (0,002—0,003 m) ausschalteten und MBI 
als abiologischen O,-Ubertrager hinzugaben. 


Zusammenfassung. 

1. Ein aus Kulturboden neu isoliertes wasserstoffoxydierendes Bak- 
terium wurde untersucht und der Gattung Hydrogenomonas zugehorig 
befunden. Es wachst streng aerob, autotroph auf KasEReER-Mineral- 
medium in CO,-Knallgasatmosphare mit bis zu 40% O,-Gehalt und 
heterotroph auf verschiedenen organischen C-Quellen, vermag mit orga- 
nischen und anorganischen N-Quellen zu gedeihen und reduziert unter 
anaeroben Bedingungen Nitrat zu Nitrit. Das Temperaturoptimum des 
autotrophen Wachstums liegt bei 32° C, das pq-Optimum um den Neu- 
tralpunkt. 

2. Suspensionen ruhender Zellen entwickeln eine hohe Hydrogenase- 
aktivitat, sowohl im Methylenblau-Reduktionsversuch nach der THUN- 
BERG-Methode als auch bei der manometrisch gemessenen Wasserstoff- 
verbrennung. Das px-Optimum liegt bei beiden Prozessen zwischen 7 
und 8. Die Héhe des Knallgasumsatzes ist optimal, wenn die Gasatmo- 
sphiire zwischen 10 und 15% O, enthalt. Vom H,-Gehalt ist sie bis herab 
zu 10% H, weitgehend unabhingig. Bei Vorhandensein von gebundenem 
Stickstoff und freiem CO, im Warsurc-GefaiB® findet eine bedeutende 
Aktivititssteigerung statt. Das H,-aktivierende Ferment scheint bei 
Hydrogenomonas relativ thermostabil zu sein. 

3. AuBer O, und Methylenblau kénnen eine groBe Anzahl von Redox- 
farbstoffen und Nitrat als H-Acceptoren auftreten, nicht aber hydrierbare 
organische Verbindungen, auf denen der Organismus zu gedeihen vermag. 

4. Methylenblau beschleunigt im Warsure-Versuch die Wasserstoff- 
oxydation und enthemmt cyanidvergiftete Zellen. Im Verein mit der 
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Beobachtung, daB auch die Methylenblau-Reduktion mit H, cyanidun- 
empfindlich ist, bedeutet dieser Methylenblau-Effekt, daB das Ferment 
Hydrogenase keine spezifische Cyanidempfindlichkeit aufweist. 


Fiir die Erméglichung der Untersuchung und das rege Interesse bin ich Herrn 
Prof. Dr. K. Morus und fiir Anfertigung und Instandsetzung von Apparaten dem 
Institutsmechaniker Herrn VoLKELT zu Dank verpflichtet. 


Literatur. 


Barron, E. 8. G.: Trends in Physiology and Biochemistry. New York (1952). — 
Barron, E. 8. G., u. M. Hampurcer: J. of Biol. Chem. 96, 299 (1932). — BERGEYs 
manual of determinative Bacteriology. 6th Ed. Baltimore (1948). — BovarnicK, M.: 
Proc. Soc. Biol. Med. 47, 191 (1941). — Brin, G. P., u. A. A. KrasnovskiJ: Bio- 
chimija 16, 453 (1951). — Cuancn, Br., u. L. Surrx: Biological oxidations. Ann. 
Rv. Biochem. 21, 708 (1952). — Frenxet, A., H. Garrron, u. E. H. BATtTiry: 
Biol. Bull. 99, 157 (1950). — Frenken, A. W., u. C. Riecer: Nature 167, 1030 
(1951). — Garrron, H.: Amer. J. Bot. 27, 273 (1940). — J. gen. Phys. 26, 195 
(1942). — Gust, H.: Federation Proc. 10, 188 (1951). — Gronmann, G.: Zbl. Bak- 
ter. IT, 61, 256 (1924). — Harrop, G. A., u. E. S. G. Barron: J. of exper. Med. 48, 
208 (1928). — Immmnvorr, H.: Landw. Jb. 21, 281 (1892). — Joxui. W. K.: 
Australian J. exper. Biol. a. med. Sci. 28, 321 (1950a); ibid. 28, 331 (1950b). — 
Kaserer, H.: Zbl. Bakter. II, 15, 573 (1906); IT, 16, 681 (1906). — Keutrty, D.: 
Proc. roy. Soc. Lond. (B) 121, 165 (1936). — LeBepzrr, A. F.: Biochem. Z. 7, 1 
(1908)— Ber. Dtsch. Bot. Ges. 27, 598 (1909). — Lun, 8. B., J. B. Wizson, u. P. W. 
Witson: J. of Biol. Chem. 144, 273 (1942). — Marsu, C., u. W. Minrrzer: Arch. 
Biochem. Biophys. 36, 269 (1952). — Morton: ref. Chance, B. and Smrru, L.: Ann. 
Rv. Biochem. 21, 708 (1952). — Nakamura, H., u. 8. Yamacara: Acta phytochim. 
(Tokyo) 10, 297 (1937). — Nasoxicnu, A. J., u. A. F. Lepeperr: Zbl. Bakter. I, 
17, 350 (1907). — Nixuewskt, B.: Zbl. Bakter. II, 20, 469 (1908); Jb. Bot. 48, 
113 (1910); Autorref. in Zbl. Bakter. IT, 28, 514 (1910); II, 40, 430 (1914). — 
OstrRHouT, W.J.V.: J.gen. Physiol. 1, 17 (1918). — Quasret, J. H., u. M. StE- 
PHENSON: Biochem. J. 19, 304 (1925). — Runnanp, W.: Ber. Dtsch. Bot. Ges. 40, 
108 (1922); Jb. Bot. 68, 321 (1924). — Scuarz, A.: J. gen. Microbiol. 6, 329 (1952). 
— Scuatz, A., u. C. Boveti: J. Bacter. 63, 87 (1952). — Sister, F. D., u. C. E. 
ZOBELL: J. Bacter. 60, 747 (1950). — Smyru, E. M.: Science 80, .294 (1934). — 
SrepHenson, M., u. L. H. Sticknanp: Biochem. J. 25, 205 (1931). — SrEpHEN- 
son, M., u. D. D. Woops: Hydrogenlyasen, in Bamann, E., u. K. Myrpacx, Die 
Methoden der Fermentforschung. Leipzig 1941. Bd. TM, 2634 (1940). — Tamrya, H.: 
Adv. Enzym. 2, 183 (1942). — Trmrzn, Fr., u. I. M. Kuorz: Arch. Biochem. Bio- 
phys. 35, 355 (1952). — Umsrerr, W. W.: Hydrogenase and Hydrogenlyase in 
Sumner, J. B., and K. Myrpacx, The Enzymes II, 1 New York 1951. S. 329 (1950). 
— Umprerr, W. W., R. H. Burrtes, u. J. F. Staurrer: Manometric techniques 
and tissue metabolism. Burgess Publishing, Minneapolis (1951). — Vutxovté, V.: 
Zbl. Bakter. IT, 99, 32 (1938). — Warsura, O.: Schwermetalle als Wirkungsgrup- 
pen von Fermenten. Berlin (1948); Wasserstoffiibertragende Fermente. Berlin 
(1948). — Warpure, O., Fr. Kusowrrz, u. W. Curistran: Biochem. Z. 227, 245 
(1930). — Warine, W.S., u. C. H. Werkman: Arch. Biochem. 4, 75 (1944). — 
Witson, P. W.: Science 78, 462 (1933). — Winson, J. B., S. B. Lun, u. P. W. WIL- 
son: J. of Biol. Chem. 144, 265 (1942). — Witson, J. B., u. P. W. Witson: J. gen. 


Physiol. 26, 277 (1943). — Wienanp, H., u. H. J. Prstor,: Liebigs Ann. Chem. 522, 
116 (1936). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18, S: 391—396 (1953). 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung Quedlinburg der Deutschen Akademie 
der Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin.) 


Zur Systematik der Trichomyceten. 


Von 
GEORG SORGEL. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 10. Januar 1953). 


Die T'richomyceten, deren systematische Stellung seit der Entdeckung 
des ersten Vertreters durch Lerpy im Jahre 1849 wiederholt geandert 
wurde — sind sie doch den Algen, den Sporozoen, den Myxomyceten, den 
Chytridialen, den Saprolegnialen und anderen niederen Organismen zuge- 
ordnet worden—, stellen, wie vor allem in den Arbeiten von Dusosaq, LiGnr 
u. Tuzer (1948) und MantEr (1950) ttberzeugend dargelegt ist, eine durch- 
aus zusammengehorige, einheitliche Gruppe von chromatophorenfreien 
Thallophyten dar. Die Versuche, sie auf Grund morphologischer Merk- 
male und gewisser Higentiimlichkeiten bei ihrer Fortpflanzung mit ande- 
ren farblosen Organismengruppen nicht nur in Beziehung zu bringen, 
sondern auch einer einigermaBen passenden Gruppe zuzuordnen, waren 
nichts weniger als berechtigt, solange nur einige wenige Arten bekannt 
waren. Seitdem aber die Zahl der Gattungen bis heute auf etwa 30 an- 
gestiegen ist, ist zwar die Stellung zu anderen Organismen noch immer 
ziemlich unklar, doch ihre Verwandtschaft zueinander kann nicht mehr 
in Zweifel gezogen werden, da gewisse Higentiimlichkeiten in der bei 
ihnen auftretenden Kombination bei keiner anderen Thallophytengruppe 
beobachtet werden kann. In der vorliegenden Untersuchung soll versucht 
werden, die Beziehungen einzelner Ordnungen zueinander durch gewisse, 
bisher nicht oder kaum beachtete Merkmale zu unterbauen, wenn mog- 
lich zu klaren, um dadurch die Einheitlichkeit der ganzen Gruppe noch 
mehr hervorzuheben und dabei auf mégliche phylogenetische Zusammen- 
hinge hinzuweisen. 

Die Trichomyceten oder Trichophyta, wie ManteR (1950) vorschlug, 
leben ausnahmslos meist als Endo-, seltener als Ektokommensalen (die 
parasitische Natur ist als solche nicht erwiesen!) an oder in Arthropoden. 
DaB es in Abhiangigkeit von dieser besonderen Lebensweise im Laufe 
der Phylogenie zu mannigfachen Umbildungen gekommen ist, die den 
Versuch erschweren, nihere Beziehungen zu anderen Organismengruppen 
zu finden, wenn nicht gar unméglich machen, liegt auf der Hand. Kine 
etwaige Ableitung aus bekannten Formen diirfte am ehesten bei solchen 
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Vertretern gelingen, bei denen Merkmale vorhanden sind, die bei ,,hohe- 
ren’ Formen verindert oder méglicherweise auf den ersten Blick gar 
nicht mehr als solche erkennbar vorhanden sind. Welche Merkmale in 
diesem Sinne als primitiv und welche als abgeleitet zu betrachten sind, 
kann nur ein Vergleich mit anderen Organismengruppen, bei denen eine 
gewisse Klarung bereits erreicht ist, ergeben. Solche Merkmale kénnen 
sowohl den vegetativen Bau als auch ihre Fortpflanzung, besonders die 
sexuelle, betreffen. Betrachten wir nacheinander beide Merkmalsgruppen. 

Alle bekannten T'richomyceten stimmen darin iiberein, da ihr Thallus 

aus mehr oder weniger langen, meist etwas gekriimmten Faden mit echten 
0\ Zellkernen aufgebaut ist. Es liegt daher 
\ nahe, wie auch ein Vergleich mit der 
\ als Beispiel wiedergegebenen Asellaria 
\ in Abb. 1 zeigt, sie bei den Pilzen ein- 
zuordnen. Bei den Phycomyceten, der 
Pilzgruppe, mit der in vielen Fallen 
eine gewisse Ahnlichkeit vorhanden zu 
sein scheint, konnte die Art und Weise 
wahrscheinlich gemacht werden (S0R- 
GEL 1952), auf welche im Laufe der 
Phylogenie die Fadenform zustande 
Abb. 1. Habitusbild von A sellaria spec. aus gekommes sein. kann. Es konnte dabet 
dem Enddarm einer Trichopterenlarve. gezeigt werden, daB offenbar mehrfach 
Herkunft: aed de bei Gernrode unabhangig voneinander ein Faden- 
mycel aufgetreten sein muf und daB 
dieses wohl aus nicht fadigen, sondern mehr oder weniger kugeligen 
Thallusformen hervorgegangen ist. Dabei ist aber von ganz besonderer 
Bedeutung, daf diese ,,ersten‘’ Faden kurz und dick waren und erst all- 
mahlich zu langeren und diinneren Hyphen fiihrten. Hand in Hand mit 
dieser Verschmilerung ging aber eine zunichst begrenzte, dann aber 
stiirkere Tendenz, Verzweigungen auszubilden. SchlieBlich traten bei 
einigen Endgliedern im Mycel Querwinde auf. 

Versucht man nun die einzelnen Ordnungen der T'richomyceten nach 
diesen Merkmalen zu ordnen, so findet man, daB es ebendieselben Merk- 
male sind, die auch hier einer fortschreitenden Anderung unterworfen 
sind. Vor allen anderen Ordnungen sind zwei, die der Amoebidiales und 
die der Palavasciales, durch besonders breite Hyphen ausgezeichnet. So 
werden die Hyphen von Paramoebidium pavillardi 20—27 mu (in Aus- 
nahmen bis 50), die von Paramoebidium procloéoni 30—45 1 breit und 
die von Palavascia philosciae bis 35 1. Schmaler sind die Faden bei den 
Eccrinales; von den drei Familien dieser Ordnung erreichen die Arwndi- 
nulaceen Hyphenbreiten von 22 yu, die Toeniellaceen bis 21 uu, waihrend 
bei den Hccrinaceen noch schmalere Hyphen die Regel sind (Eccrina 


Zur Systematik der Trichomyceten. 393 


2—15 uw, Enterobryus 1,5—12 uw, Paratrichella 2—10 mu, Eccrinella 2—17 LL). 
Schmal sind auch die Hyphen der Harpellales (etwa 7 i). In der gleichen 
GroBenordnung bewegt sich die Breite bei den Asellariales und den 
Spartiellales. Die meisten Genistellales schlieBlich sind durch besonders 
diinne Hyphen ausgezeichnet (z. B. Orphella culici 3,5—4 w). 

Daraus geht aber hervor, da, wenn die Hyphenbreite bei den 'ri- 
chomyceten tiberhaupt von phylogenetischer Bedeutung ist, die Amoe- 
bidiales und die Palavasciales als primitiv zu betrachten sind, wihrend 
die Genistellales als abgeleitet zu gelten haben. 

Diese SchluBfolgerung wiirde noch mehr an Bedeutung gewinnen, 
wenn andere der oben erwaihnten Merkmale zu einer entsprechenden 
Deutung fiihren wiirden. Wie verhialt es sich nun mit den Verzweigungen? 
Tatsachlich gibt es verzweigte und unverzweigte Formen. Alle Ord- 
nungen auBer den Asellariales, den Spartiellales und den Genistellales 
bilden ein unverzweigtes Mycel. Das wiirde aber bedeuten kénnen, daB 
diese drei Ordnungen stirker als die ibrigen abgeleitet sein miiBten. 
Wegen ihrer unverzweigten Hyphen sind die Amoebidiales und die Pala- 
vasciales sicher urspriinglicher als die verzweigten Formen. Wir konnen 
also sagen, dap in Ubereinstimmung mit der Hyphenbreite das Fehlen der 
Verzweigungen bei den Amoebidialesundden Palavasciales fiir thre Ur- 
spriinglichkeit, das Auftreten von Verzweigungen bei den Genistellales und 
zwer weiteren Ordnungen fiir deren abgeleitete systematische Stellung spricht. 

Was nun das dritte Merkmal, die Querwandbildung, betrifft, so zeich- 
nen sich gerade die drei Ordnungen, die Asellariales, die Spartiellales und 
die Genistellales durch ein Mycel aus, welches einzelne Querwande be- 
sitzt, wahrend das der iibrigen Ordnungen durch vielkernige querwand- 
lose Hyphen gekennzeichnet ist. Dabei nehmen die Harpellales vielleicht 
eine Zwischenstufe ein, da bei dieser Ordnung das Mycel kurz vor der 
Konidienbildung in einzelne Zellen gegliedert wird. Durch die sich bil- 
denden Konidien wird leicht eine beginnende Verzweigung vorgetauscht. 
Wir sind also weiter berechtigt zu behaupten, daf in volliger Uberein- 
stimmung mit den Merkmalen Hyphenbreite und Verzweigtsein das Auf- 
treten von Querwiinden fiir die Abgeleitetheit der Genistellales, Asella- 
riales und Spartiellales spricht, wihrend das Fehlen der Querwdnde ber 
den Amoebidiales deren Urspriinglichkeit zu erkennen gibt. Die Har- 
pellales scheinen ein Bindeglied zwischen beiden Hxtremen zu sein. 

Fassen wir die auf Grund des vegetativen Baues gewonnenen Erkennt- 
nisse noch einmal an Hand einer schematischen Zeichnung zusammen 
(siehe Abb. 2): Am Anfang der uns bekannten Entwicklung stehen For- 
men mit breiten vielkernigen Hyphen (Amoebidiales und Palavasciales), 
die Hyphen werden schmaler (Hccrinales), Querwande treten erstmalig 
auf (Harpellales), und schlieBlich bilden sich Verzweigungen (Asellariales, 
Spartiellales und Genistellales). An GréBe scheinen die Arten dabei aber 
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kaum zu gewinnen, sondern es tritt vielmehr (ob mit dem gleichen 
Materialaufwand?) eine Feingliederung ein. 

Offensichtlich erfaihrt im Laufe der Phylogenie auch noch ein andartl 
Merkmal eine deutliche Vereinfachung. Wie aus der schematischen Zeich- 
nung ersichtlich ist, sind die unverzweigten Formen mit Hilfe eines saug- 
napfahnlichen Organs an der Wand des Enddarms befestigt. Den sep- 
tierten Formen fehlt dieses Organ, jedenfalls in der typischen Aus- 
bildung (die Harpellales haben es allerdings!). Es ist zu eimem hohlen 
oder in manchen Fallen verzweigten Organ geworden und spielt zur Be- 
festigung keine sehr wirksame Rolle mehr: Angehdérige dieser Ordnungen 
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Abb. 2. Schematische Darstellung typischer Vertreter aller Ordnungen der Trichomyceten. 
a: Amoebidiales; b: Palavasciales; c: Eccrinales; d: Harpellales; e: Asellariales; f: Spartiellales ; 
g: Genistellales, 


lassen sich bei der Priparation wesentlich leichter unverletzt entnehmen 
als die unverzweigten Arten. 

Stimmen diese Ergebnisse denn nun mit dem fiir eine systematische 
Gliederung wichtigsten Merkmal in seiner Abwandlung, mit einer schritt- 
weisen Differenzierung der Sexualitiit tiberein? Bei den wegen ihrer 
vegetativen Merkmale als primitiv zu betrachtenden Amoebidiales, und 
nur bei diesen, findet sich eine Vermehrung durch bewegliche Stadien, 
Die geschlechtliche Fortpflanzung, die bei allen daraufhin untersuchten 
Trichomyceten kurz vor der Hiiutung des Wirtes stattfindet, geht in der 
Weise vor sich, daB sich bei den Paramoebidiaceen der Inhalt des ge- 
samten Fadens in eine groBe Zahl von beweglichen, allerdings geiBellosen, 
Zellen teilt. Diese Amében verschmelzen auBerhalb der Hyphen paar- 
weise miteinander und bilden eine Zygote, die durch Ausbildung einer 
derben Wand zu einem Dauerorgan wird. Ob auch bei den Amoebidiaceen 
Kopulation vorkommt, steht noch nicht fest, wohl aber treten auch | 
hier améboid bewegliche Stadien auf. Doch diirfte diese Familie die 
primitivere darstellen, da hier keine Vermehrung durch unbewegliche 
Konidien, wie sie bei allen anderen Gattungen in der verschiedensten 
Form ausgebildet ist (Makro-, Mikro-, Endo- und Exokonidien), bekannt 
geworden ist. Auch bei den Palavasciaceen, der einzigen Familie der 
Palavasciales, miissen die in den Hyphen sich bildenden Zellen, die paar- 
weise miteinander verschmelzen, als Gameten aufgefaBt werden. Hier 
bleiben sie jedoch im Faden liegen: sie haben ihre Beweglichkeit ver- 
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loren. Doch auch in diesem Fall wird als Dauerorgan eine derbwandige 
Zygote gebildet. Eine Ableitung dieser Ordnung aus den Amoebidiales 
dirfte daher kaum auf Schwierigkeiten stoBen. 

In den Fallen, in denen bei den Eccrinales Sexualitat beobachtet wurde, 
findet sie in der Weise statt, daB es nicht mehr zur Ausbildung indivi- 
dualisierter Gameten kommt, sondern offenbar 
geschlechtlich verschiedene Kerne in den Hyphen utionionsd 8 
miteinander verschmelzen. 

Auch bei den verzweigten Formen kommt es 
lediglich zu einer Kernverschmelzung, doch mit 
dem bemerkenswerten Unterschied, daB hier 
eine Art Gametangie vorliegt: An den gleichen 
oder auch an verschiedenen Faden entstehen 
kleine Auswiichse, die aufeinander zuwachsen 
und in denen nach der Vereinigung Kernver- 
schmelzungen stattfinden. Dabei entsteht eine als 
Dauerorgan fungierende ambosférmige Zygote. 
' Mit anderen Worten, auch bei Betrachtung 
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der sexuellen Differenzierung in den einzelnen : iY 
Ordnungen gewinnt man die Uberzeugung, dab 
ein schrittweiser Verlust bei der Sexualitat ein- yd ee 
getreten ist. Uber die Ausbildung von beweg- rat a “ 
lichen Gameten bei den Amoebidiales, iiber die 
unbeweglichen Gameten bei den Palavasciales ae | 
geht eine Entwicklung, von der als Sexualitat eine | %, | 
bloBe Kernverschmelzung ibrigbleibt. Diese 
kann entweder schon in den Hyphen selbst oder 
in einer Andeutung von Gametangium vor sich | oe, 
gehen. Es sind somit Anklange an Vorgange vor- | foo 
handen, wie sie sonst auch im Pilzreich vor- \, Peramoebidneae —// 
kommen (Hymenomyceten). Eine Dauerspore, [a ee 


See 


die eine Zygote darstellt, kommt aber in jedem 
Abb. 3. Schema fiir eine wahr- 


Fall noch zustande. : scheinlich mégliche phylo- — 
Wir diirfen daher feststellen, dafB bei den auf — genetische Abstammung von 
* of at 6i Ordnungen und Familien bei 
Grund vegetativer Merkmale als primitiv zu be- den Union veto 
zeichnenden A moebidiales auch die fiir die Tri - 
chomyceten einfachste Form der Sexualitat vorliegt, daB sich daran die 
etwas hoher stehenden Palavasciales anschlieBen lassen, woraus sich dann 
die Eccrinales entwickelt haben diirften. Zygosporenbildung findet sich ber 
den Harpellales sowie bei den abgeleiteten verzweigten Formen. 
Daraus laBt sich eine unseren heutigen Kenntnissen entsprechende An- 
ordnung der einzelnen Ordnungen und Familien konstruieren, wie sie in 


Abb. 3 versucht ist. 
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Was die Stellung der T'richomyceten zu anderen Pilzen betrifft, so ist 
es durchaus angingig, sie ohne nihere Beziehungen getrennt neben die 
anderen Klassen zu stellen. Dabei ist es auffallig, daB zum Teil ganz ahn- 
liche Entwicklungsstufen durchlaufen wurden wie z. B. bei den Phy- 
comyceten. Ihr Anschlu8 nach ,,unten‘‘ allerdings wird so lange unklar 
bleiben, bis es gelingt, noch primitivere Formen zu finden. Dabei ist schon 
jetzt wahrscheinlich, daB die Trichomyceten von Formen abstammen dirf- 
ten, die erst sekundir zu einem Leben im Innern eines Wirtes iiber- 
gegangen sind, kommen doch gerade bei den als besonders urspriinglich 
zu betrachtenden Formen, den Amoebidiales, Arten vor, die als Ekto- 
kommensalen aufSen auf ihren Wirten leben. 


Zusammenfassung. 


In Ubereinstimmung mit einem fortschreitenden Verlust der Sexuali- 
tat lat sich eine phylogenetisch-systematische Anordnung der T'richo- 
myceten auf Grund folgender vegetativer Merkmale als wahrscheinlich 
hinstellen: 1. Abnahme der Hyphenbreite, 2. Bildung von Verzweigungen 
und 3. Auftreten von Querwinden. ; 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Stuttgart.) 


Untersuchungen tiber den biologischen Abbau des Lignins 
durch Mikroorganismen. 


Von 
GERHARD FISCHER, 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 16. September 1952.) 


Im Kreislauf der Naturstoffe haben die Pflanzenriickstinde fiir die 
Bildung der organischen Bodensubstanzen, wie z. B. der Humusstoffe, 
groBe Bedeutung. So gelangen in der Landwirtschaft z. B. mit Ernte- 
ruckstanden und Stalldiinger u. a. auch beachtliche Mengen von Lignin- 
substanzen in den Boden, die nach den Angaben verschiedener Forscher 
(Lounis, WAKSMAN u.a.) jahrlich etwa 1000 kg je Hektar betragen 
sollen. Ferner findet das Verhalten des Lignins zu holzzerstérenden Or- 
ganismen in den holzverarbeitenden Wirtschaftszweigen sowie im Holz- 
schutz starke Beachtung und wachsendes Interesse. 

Nun sind unsere Kenntnisse tiber die natiirlichen Abbauvorginge der 
leicht zersetzlichen Anteile der Pflanzenreste (Cellulose, Hemicellulosen, 
Pectine usw.) wesentlich tiefer und umfassender als diejenigen tiber die 
Ligninumwandlung, wenn man unter Lignin einen Naturstoffkomplex ver- 
steht, der nach den bisherigen Feststellungen organismisch sehr schwer zer- 
stérbar ist. Dies mag seinen Grund in der schwierigen Isolierung solcher 
Ligninsubstanzen aus den verholzten Zellmembranen der Pflanzen haben. 

Die moderne technische Isolierung des Lignins schlieBt die riicksichts- 
lose Anwendung chemisch stark wirkender Reagentien ein, die wahr- 
scheinlich Veranderungen in dem Ligninkomplex herbeifiihren, zum min- 
desten aber durch Substitution oder Einbau von Atom- bzw. Molekil- 
gruppen der chemischen Aufschlu8mittel den nativen Ligninkomplex nur 
mehr als ,,Ligninderivat‘‘ erscheinen lassen. Solche technisch gewon- 
nenen Lignine sind in der Natur jedoch nach den bisherigen Erfahrungen 
nicht anzutreffen. Es entsteht somit die Frage: Welcher Art ist Lignin, 
das z. B. in der Natur einem bakteriellen Angriff ausgesetzt ist? Ist sol- 
ches Lignin nativer Art, oder welchen ProzeB der Umwandlung muB es 
durchmachen, um diesen Organismen als Nahrstoffquelle zu dienen? 


Die ersten Untersuchungen, in denen Bakterien beim Abbau des Lignins eine 
Rolle spielen!, diirften die von H. PRINGSHEIM u. Fucus (1923) sein. Sie fanden 


1 Wegen der Schwierigkeit der Literaturbeschaffung konnten einige, insbesondere 


auslandische Arbeiten leider nur als Referat herangezogen werden. 
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bei der Untersuchung des bakteriellen Abbaus eines selbst dargestellten Lignin- — 
nahrbodens eine Abnahme des Methoxylgehaltes des Lignins von 15,5% auf 10,72%. 
Eine Beteiligung von Bakterien an dem Abbau von Lignin kénnen wir durch die 
Untersuchungen von Bacu (1925), BatKs (1926), Fak (1928), Waxsman (1930, 
1931) sowie Puiiiies, WetHeE u. SmirH (1930) annehmen, in denen jedoch keine 
genauere Beschreibung der beteiligten Organismen Yegeben wird. Erst Demmx (1932) 
beschreibt Bakterien, die er auf Alkalilignin-Nahrbéden isoliert hatte, und erwahnt 
eine Abnahme des Methoxylgehaltes. GorrtieB u. PeLczAR kommen in ihrem 
Sammelbericht jedoch zu einem negativen Ergebnis hinsichtlich der Beteiligung 
von Bakterien am Ligninabbau. 

Das Geschick des Lignins in der Zersetzung der Pflanzenreste wurde haufig durch 
den Wechsel des Methoxylgehaltes erfaBt. Die Zulassigkeit dieser Methode ist jedoch 
problematisch, da andere Kohlenwasserstoffverbindungen, die in der Pflanze vor- 
kommen, ebenfalls Methoxylgruppen besitzen. 

Die wichtigsten Untersuchungen sowie eine Zusammenstellung der bedeutend- 
sten Ergebnisse iiber den biologischen Abbau von Lignin liefern uns die jiingeren 
Arbeiten von WAKSMAN u. Mitarb. (1936, 1946) und die von Fanrevs (1944, 1947, 
1949), in denen héhere holzzerstérende Pilze (auch Cellulosezerstérung) beriick- 
sichtigt werden, sowie weitere Zusammenfassungen tiber Ligninzersetzung von 
CARTWRIGHT (1943) sowie von GoTTLIEB u. PELCZAR. WAKSMAN u. Mitarb. (1946) 
geben folgende Zusammenstellung der bisherigen Forschungsergebnisse: ,,Lignin 
leistet unter den chemischen Verbindungen der Pflanze den gréBten Widerstand 
gegen einen Angriff durch Pilze, Bakterien und Tiere. die in der Erde, in Siimpfen 
und im Kompost leben. Lignin hauft sich quantitativ nicht in demselben Zustande 
an, in welchem es in Pflanzen vorkommt, sondern es unterliegt einem langsamen 
ProzeB der Umwandlung. Gewisse spezifizierte Arten von Mikroorganismen, die 
reichlich unter den hdheren Pilzen gefunden werden, sind fahig, eine aktive Zer- 
storung des Lignins herbeizufiihren, haufig sogar in gr6Berem Umfange als die der 
Cellulose und Hemicellulosen. Lignin ist der Zerst6rung durch diese Organismen 
unterworfen, sofern es in frischen oder teilweise zerstérten pflanzlichen Geweben 
vorliegt. Wenn es jedoch in méglichst unverinderter Form hergestellt wird, ist es 
vollstandig widerstandsfahig gegen einen Angriff seitens jener Organismen. Es wird 
stets entscheidend bleiben, welches der physikalische und chemische Zustand des 
Ligninkomplexes ist, der durch den Vorgang der Ligningewinnung verandert wurde. 
Die durch die mikrobiellen Vorginge der Cellulosezerstérung, der Glucosefermen- 
tation und der Nitratbildung ausgeléste Wirkung auf das Lignin ist fiir den Lignin- 
abbau nicht stérend. 

Die bisher bekannte Art der Ligninumwandlung besteht aus a) dem Verlust an 
Methoxylgruppen, b) einer Dunkelfirbung, begleitet von Sauerstoffabsorption, 
c) emer chemischen bzw. adsorptiven Bindung an Proteine, d) einem Anwachsen 
der Loslichkeit in Alkalien.‘ 


Dieser kurze Uberblick zeigt, da iiber den biologischen ,,modus ope- 
randi* der Ligninzerstérung und die dabei beteiligten Faktoren noch 
nicht sehr viel bekannt ist; Daher soll in der vorliegenden Arbeit ver- 
sucht werden, einen Beitrag zu dem Problem des Ligninabbaus in erster 
Linie durch biologische Vorgiinge zu liefern. 


Dazu wurden folgende Punkte untersucht: 1. Welcher Art sind die an 
Ligninumwandlungen beteiligten Organismen? 2. Welchen Bedingungen 
unterliegt der Vorgang biologischen Ligninabbaus und welches sind die 
dabei beteiligten Faktoren? 3. Welcher Art ist ein Lignin, das in der 
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Natur einem bakteriellen Abbau ausgesetzt war? Ist dieses Lignin nativer 
Art, oder welche Umwandlung mu es durchmachen, um als Nahrstoff- 
quelle fiir gewisse Organismen zu dienen? 4. Wie vollzieht sich eine solche 
Umwandlung? 


A) Der biologische Abbau des Lignins. 
I. Methodische Hinweise. 
1. Naihrbéden. 


Zur Anreicherung der ligninzersetzenden Mikroorganismen dienten die bekannten 
Nahrlésungen A und S nach Stapp u. Borress, zu denen als C- Quelle 0,2% eines 
Ligninpraparates hinzugefiigt wurden. Nahrlésung A: 0,5 Natriumnitrat, 0,25 sec. 
Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsulfat ad 1000,0 Aqua dest. Nahrldsung 8: 0,5 
Ammoniumsulfat, 0,25 prim. Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsulfat ad 1000,0 
Aqua dest. Nahrlésung S wurde mit Schwefelsdure auf ein py von 6,5, Nahrlosung 
A mit Kalilauge auf px 7,5 eingestellt. 

Die Gewinnung der Reinkulturen, deren Weiterziichtung sowie die Durchftihrung 
der physiologischen Versuche erfolgte meist auf ligninhaltigen Nahrmedien folgen- 
der Zusammensetzung: 2,0 Ligninpraparat; 0,75 Pepton bzw. 0,5 Ammoniumphos- 
phat; 0,5 sec. Kaliumphosphat; 0,2 Magnesiumsulfat; 0,02 Eisen(III)-chlorid; ad 
1000,0 Aqua dest. 


2. Gewinnung der Ligninpraparate. 


Cuproxamlignin in Folien, nach FREUDENBERG, ZOCHER u. DURR (1932), 
verandert. 


Um eine visuelle Beobachtung sowie eine neve zunachst qualitative Bestimmung 
der bakteriellen Zerstorung des Lignins zu erméglichen (nach einer Anregung von 
H. UiRtic#), dienten als Ausgangsmaterial diinne Furnierfolien von 1,5 x 10 cm 
und 0,1 mm Starke. Zur Verhinderung einer allzu starken Deformierung der 
Folien durch den Celluloseentzug wurden diese durch Bestreichen ihrer Rander 
mittels eines siure- und laugenfesten Klebstoffes auf Objekttragern befestigt. Hin 
vorheriges Aufrauhen der Oberflache der Objekttrager mit Flu8saiure empfiehlt sich. 


Ammoniak- und Alkalilignin aus Stroh und destruiertem Holz. 


Die Gewinnung dieser Ligninpraparate erfolgte im Prinzip nach den Richtlinien 
der Alkaliligningewinnung nach Beckmann, LizscHe u. LenMann (1932). Das 
Ammoniaklignin ist getrocknet und in fester Konsistenz von hellbrauner Farbe 
und lést sich in der Kalte vollig in Pyridin, Phenol, Eisessig, wenig in Alkohol und 
Aceton, besser in Mischungen von Alkohol oder Aceton mit Wasser (2:1) und ist 
nicht léslich in Wasser, Ather und Benzol. Jedoch lést sich dieses Ligninpraparat 
noch in einer nur 0,0014% (~ 1/1999 n) NH; enthaltenden waBrigen Lésung véllig. 
In seinen Eigenschaften hinsichtlich der Léslichkeitsverhaltnisse gleicht es vollstan- 
dig denen der Alkali-Lignine. Farbungen mit Wiesners Reagens und mit Anilin- 
sulfat geben keine deutlich erkennbaren Reaktionen. 


Phenollignin nach Kats, ScHOELLER u. MasTacuio (KLELN 1932). 


3. Bestimmung der Ligninrickstande. 


Phenollignin: Die Kulturen wurden mit Athylessigither nach WaKksMANn 
extrahiert und die Extrakte durch einen Scheidetrichter gewonnen. Dies wurde 
so lange wiederholt, bis alles Lignin zuriickerhalten war. Die Extrakte wurden ge- 
sammelt und filtriert, die Riickstande noch mit Aceton ausgewaschen und dem 

27% 
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Filtrat hinzugefiigt, hierauf die Extrakte auf einem Wasserbad bis zu konstantem — 
Gewicht getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen Kontrolle und Versuch 
gab die Héhe der Ligninzerstérung an. 


Alkali- bzw. Ammoniaklignin: Die Kulturen wurden auf der Nutsche 
kraftig abgesaugt, die Riickstande mit Wasser gewaschen, die gelésten Lignin- — 
riickstande mit 25% iger Salzsiure ausgefallt und 5 min gekocht. Nach wieder- 
holtem Absaugen wurde das Lignin im Trockenschrank bis zu konstantem Gewicht 
getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen der Kontrolle und den Versuchen 
zeigte den Grad der Ligninverminderung an. 


IT. Isolierung der Mikroorganismen. 


Um die an der Ligninzerstérung beteiligten Mikroorganismen zu er- 
fassen, wurde versucht, diese aus zerstértem Holz (Holzpfahle) und aus 
Waldbéden zu isolieren. Bekanntlich unterliegen Holzpfaihle emer mehr 
oder weniger raschen Zerstérung der Teile, die in das Erdreich eingelassen 
sind, und hier wiederum die Partien des Pfahles, die sich an der Erd- 
oberfliche befinden. Dies 1aBt die Annahme zu, daB die Bakterien, die 
an der Zerstérung des Holzes beteiligt sein kénnen, aerob sein dirften 
bzw. daB oxydative Vorgange mitwirken. 

Um die zur Holzzerstérung befahigten Organismen zu isolieren, wurden kleine 
Holzstiickchen aus zerstérten Partien von Holzpfahlen entnommen, sauber von 
anhaftenden Erdteilchen befreit und in der Reibschale durch vorsichtiges StoBen 
zerbréckelt. Die zerkleinerten Holzsplitter wurden dann auf Silicagel-Nahrbéden, 
die neben den iiblichen Mineralsalzen als C-Quelle Phenollignin enthielten, ge- 
streut. Kin Teil der Splitter wurde in die Nahrbéden eingedriickt, so daB sie mit 
diesen in intensivere Beriihrung kamen. 

Nach einer Einwirkungszeit von 8 Tagen und bei einer Temperatur 
von 28° C entwickelten sich in keinem Falle Bakterien, sondern nur ver- 
einzelt Penicilliwm-Kolonien. Wurde jedoch die anhaftende Erde mit 
hinzugegeben, so breitete sich bereits nach 48 Std eine reiche Bakterien- 
flora neben Penicillium aus. Daraus ergibt sich, daB entweder Bakterien, 
die fahig sind, Ligninsubstanzen des Holzes abzubauen, in diesem selbst 
fehlen, oder daB zu ihrer Entwicklung gewisse akzessorische Nahrstoffe 
fehlen. Das Fehlen der Bakterien im Holz méchte sich wohl darauf zu- 
rickfiihren lassen, daB die Zellwandsubstanzen stickstofffrei sind und das 
Holz als Ganzes stickstoffarm ist (z. B. Fichte 0,1°, N, Frypiay 1934) 
und nur unter Ausnutzung der im Boden schon vorhandenen Stickstoff- 
verbindungen sowie von hinzukommenden Wuchsstoffen eine bak- 
terielle Entwicklung méglich ist (siehe auch 8. 409). In diesem Zusammen- 


hang sind Arbeiten von Frypiay (1934), Weumer (1915) und Zyona 
(1940) erwahnenswert. 


Diese Forscher untersuchten den EinfluB von stickstoffhaltigen Substanzen auf 
das Wachstum holzzerstérender Pilze. FinpLay fand, daB Holzklétzchen, die mit 
Asparagin oder Pepton getrinkt wurden, eine stirkere Zerstérung erfahren als 
Klétzchen, die mit Ammonverbindungen oder Nitraten behandelt wurden. Im 
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Gegensatz hierzu stellte Zyoua fest, daB in Lehm eingebaute Holzklitzchen eben- 
falls erheblich zerstért wurden, wenn der Lehm sowohl mit Nitraten als auch mit 
Ammonsulfat getrankt worden ist. 


Weitere Ursachen fiir das Fehlen gerade aerober Bakterien im Holz 
selbst kénnten sein, daB die O,-Spannung im Holz, besonders in grii- 
hem, sehr gering ist (siehe S. 418), ferner, daB diese im allgemeinen 
durch die Art ihres Wachstums nicht in der Lage sind, in ein festes Sub- 
strat tiefer einzudringen, im Gegensatz zu den Pilzen, die tiber ein aus- 
gesprochenes Spitzenwachstum verfiigen. 

Nach solchen Feststellungen erfolgte nunmehr die Isolierung der lignin- 
zerstoOrenden Mikroorganismen aus der Erde nach der Methode von 
WakKSMAN (1936). Es lieBen sich aus Buchenwald- bzw. Fichtenwalderde 
zahlreiche Bakterien- und Fusarium-Arten isolieren, von denen jedoch 
nur die am stirksten ligninabbauenden, insgesamt 11 Bakterien- und 
3 Fusarium-Stamme, zu Versuchszwecken beriicksichtigt und beschrie- 
ben wurden (siehe Tab. 1 und 2). Die Bakterien der Fichtenwalderde 
erhielten die Bezeichnung J F, IJ F usw., die Bakterien der Buchenwald- 
erde I B, IJ B usw. Am Ligninabbau sind danach vornehmlich Kurz- 
stabchen und Bakterien der Chromogenes- bzw. der Fluorescens-Gruppe 
beteiligt. Diese Beobachtung ist interessant in bezug auf die Forschungen 
von LiesKE u. HoFMANN (1928) iiber die Mikrobiologie der Kohlen und 
ihrer natirlichen Lagerstatten. 

Die Verf. stellten fest, daB die Mikroflora, die auf Braunkohlen und im Innern 
derselben gefunden wurde, besonders aus Bakterien der Fluorescens-Gruppe besteht. 
Wahrscheinlich wird hier auf einen gewissen Zusammenhang zwischen dem Abbau 
des Lignins und der Bildung der Kohle durch eine bestimmte Bakteriengruppe 
geschlossen werden diirfen (vgl. die Arbeiten von FiscHER u. SCHRADER 1922 sowie 


von WakKsMAN 1946, die auf die Beteiligung von Pilzen und Bakterien an der Ent- 
stehung der Kohle hinweisen). 


III. Wachstum der Mikroorganismenundihre Zerstérungswirk- 
samkeit auf verschiedenen Ligninpradparaten. 


Zar genaueren Untersuchung des Abbaus bzw. der Zerstérung des 
Lignins durch Mikroorganismen wurde nunmehr versucht, diese Orga- 
nismen auf isoliertem Lignin zu kultivieren; dazu wurden verschiedene 
Ligninpraparate herangezogen. Zu Beginn der Arbeiten wurden solche 
geprift, die als Riicksténde der holzverarbeitenden Industrie anfallen, 
wie die Sulfitablaugen aus Buchen- und Fichtenholz sowie das aus diesen 
Laugen gewonnene lignosulfosaure Calcium}, ferner die Ligninriickstinde 
der Zellstoffgewinnung in fester Form. Neben diesen Ligninriickstiénden 
der Industrie kamen auBerdem Cuproxamlignin, Alkalilignin und 


1 Zu einem spateren Zeitpunkt stellten uns die Aschaffenburger Zellstoff-Fabriken 
durch Herrn Prof. Dr. BERNHAUER lignosulfosaures Calcium freundlicherweise zur 
Verfiigung, das noch eine kurze mikrobiologische Untersuchung erfuhr. 
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Phenollignin zur Verwendung. Diese Ligninpraparate sind durch die — 
riicksichtslose Anwendung chemisch stark wirkender Reagentien ohne 

Ausnahme chemisch stark beansprucht. Sie sind deshalb nicht als natiir- 
liche Derivate des nativen Lignins anzusprechen. Die Ergebnisse, die mit — 


Tabelle 1. Die ligninzerstérenden — 


Gelatine- 


Kultur | Habitus Fundort ; 
| Verfliissigung Stichkultur 
| ! 
| | | | 
IF! | Kurzstaébchen Fichten- stark _ trichter- 
120 OL6rm, | walderde _ formig 
nicht sporenbildend | | 
IIB dicke Kurzstabchen Buchen- sehr stark |  zylinder- 
; 12x ly | walderde | formig 
nicht sporenbildend | | 
IIIB Doppel-Kurzstibchen | Buchen- | schwach —_trichter- 
3,6—4,8 x 1,2 u | walderde | formig 
nicht sporenbildend | 
Ves langere Kurzstibchen | Buchen- keine — entfallt 
6—10,8 x 1,2 walderde 
nicht sporenbildend | | 
VB Doppel-Kurzstibchen | Buchen- schwach _ schiissel- 
| 2,4 x 1,2 u walderde formig 
nicht sporenbildend | 
VIF Kurzstabchen Fichten- keine — entfallt 
| 3x 124 walderde | / 
| nicht sporenbildend | | 
VII B Kurzstiibchen Buchen- | keine entfallt 
| 1,2 x 0,8 « | walderde | 
nicht sporenbildend | 
VIII F sehr kl. Kurzstaébchen | Fichten- | sehrstark | zylinder- 
0,8—1,2 x 0,6—0,8 u walderde | formig 
nicht sporenbildend 
IX B Kurzstaibchen | Buchen- schwach | __ schiissel- 
1,2 x 0,8 u walderde formig 
nicht sporenbildend 
X B dicke Kurzstibchen Buchen- stark zy linder- 
Neal, Sea Lart walderde |  formig 
nicht sporenbildend | 
AI B langere Kurzstiibchen — Buchen- | stark zy linder- 
6—8 x 1,2 u _ walderde |  formig 
nicht sporenbildend 


' Systematisch stehen alle isolierten Bakterien mit Ausnahme der Stamme JV B 
und VJ F der Gruppe der Chromogenes am nachsten. Die Stamme IV B und VIF 
gehéren zur Fluorescens-Gruppe. Eine genauere Bestimmung nach BERGEY war 
nicht moglich, da in seinem System Ligninbakterien nicht erwahnt sind. Die physio- 
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solchen Stoffen erzielt wurden, sind unter mikrobiologischen Gesichts- 
punkten interessant, lassen aber auf den Vorgang der Ligninumwandlung 
unter natiirlichen Verhiltnissen keine SchluBfolgerung zu, geben uns 
auch kein klares Bild und keine sichere Vorstellung dariiber, in welcher 


Organismen: Schizomyceten. 


Wachstum auf 


Zerstorungswirkung in % 


Malzagar Bouillon Kartoffel vee nee agence 
gut gut, braun, D2.) 24,0 — 
glanzend glanzend | 
gut gut, rosa, weiBer 75,0 10,1 | 13,0 
glanzend Rand, 
trocken 
gut gut, braun, heller 44.8 | 26,5 — 
glanzend Rand, warzig, 
glanzend | 
schwach gut, hellrot, 60,7 15,1 —- 
: trocken, watrzig, 
warzig glanzend 
gut gut, hellrosa, 28,2 35,4 36,9 
glanzend hellgelber 
Rand, trock. 
schwach gut, rosa, 37,0 22,7 — 
glanzend trocken 
gut gut, beige, 32,0 33,5 os 
glanzend glanzend 
| 
gut gut, braun, AS Finny eGA 0 ad 
glanzend trocken | 
gut gut hellrosa, — = 46,5 
glanzend 
gut gut braun, — = 37,7 
trocken | 
gut gut braun, — — 50,9 
trocken | | 


logischen Merkmale der isolierten Bakterien stimmen mit denen der nach BERGEYs 
System am nachsten stehenden Bakterienarten nicht vollig iiberein. Kine Zuord- 
nung kénnte daher zu Irrtiimern fiihren. Gramfarbung und Cellulosezersetzung bei 


allen Formen negativ. 
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a one 


Form sich das Lignin der Pflanze befindet, das z. B. einem bakteriellen — : 
Aufschlu8 unterliegen kann. So wurden als voraussichtlich natiirliche — 
Ligninderivate biologisch, d. h. fermentativ erzeugtes Lignin (Destruk- 


Tabelle 2. Die ligninzersetzenden Organismen: Pilze. 


| 


| Zer- 
| stérungs- 
Organismus | Habitus Mikroskopie peal 
Phenol- 
| / lignin in % 
Trichoderma | in fliissigen Nahrmedien | Hyphen septiert, 34,6 
lignorum | Oberflachenmycel wat- | Conidien rundlich 3 yu 2 
Tode, syn. tig, grime Farbung durch 
Tr. viride | Conidienbildung, Gutta- 
_tion, submerses Mycel | 
| von lockerer Konsistenz | | 
Alternaria in fliissigen Nahrmedien | Hyphen septiert, 4—7 uw 29,3 
tenuis Nees | Oberflachenmycel dicht, | breit, braune Conidien 
| wattig, hellbraun. Sub- | _mehrzellig (3—8), 21—34 x | 
/merses Mycel flockig (814 u 
Fusarium in fliissigen Nahrmedien | Makrokon. leicht gekrimmt |) 37,5 
solani | Oberflachenmycel sam- | -an den Enden zugespitzt, 
App. et Wr. tig, weif-rosa, Gutta- | 14—40 x 4—6 yw, Mikro- 
tion, submerses Mycel kon. rundlich, septiert, 8 bis 
| schleimig-zah '10 x 4—5 uw, Chlamydosp. 
| | intercalar u. termin. 
Fusarium | Oberflachenmycel war- Makrokon. kleiner, 17 bis 57,3 
nivale Ces zig, weiB, Guttation, 20 x 3—4 uw, septiert, 
submerses Mycel schlei- | Mikrokon. 4—8 x 2—4 wu, 
| mig und sehr fest | Chlamydosp. nicht vorhan- 
den 
Fusarium spec. | Oberflachenmyce] weiB, | Makrokon. gekriimmt, sep- 58,6 
(Fus. lateritium | dicht, Guttation, sub- | tiert, 24—38 x 4—5 yn, 
Nees ?) merses Mycel schleimig- Mikrokon. unseptiert, sel- 
| zih | tener, 5—8 x 3—5 uy, 
| Chlamydosp. nicht vorhan- 
| den 
Fusarium spec. | Oberflachenmycel sam-, Makrokon. septiert, 16 bis 60,0 
(Fus. Merismo- tig, wei-rosa, Gutta- 24 x 3—4 yw, sichelférmig, 
ides Cauda ?) tion, submerses Mycel | abgerundet, Mikrokon. sel- 
Sehr feste Konsistenz _ ten, septiert, 4—6 x 3—4 p, 
_Chlamydosp. intercalar 
Fusarium lactis | Oberflaichenmycel trat | Makrokon. kleiner, septiert,| 65,3 
Pir. et Rib. wenig tiber den Fliissig- |9—24 x 3—4 uw, Mikrokon. 
keitsspiegel hinaus, rosa, | 6—10 x 2—4 4, Chlamydo- 
samtig, submerses Mycel sporen nicht vorhanden 
schleimig, sehr zaihe 
Konsistenz | 
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tion des Holzes durch Merulius lacrymans) und ein durch ammoniakali- 
sche Behandlung gewonnenes Ligninpriiparat untersucht (siehe metho- 
discher Teil S. 399). In Hinblick auf die hier gestellte Aufgabe kann in 
der vorliegenden Arbeit auf die Verwertung der Ligninriickstande aus 
der Industrie durch Mikroorganismen nur kurz eingegangen werden. 


1. Ligninrickstinde der Zellstoffgewinnung, Cuproxam- 
lignin und biologisch erzeugtes Lignin. 


Diese Ligninderivate sind unléslich. Die Ligninriickstiinde der Zell- 
stoffgewinnung, die etwa 4% an Sulfosiuren der Aufschlu8mittel ent- 
halten, lieBen nach Neutralisation durch Alkalien und Zugabe von an- 
organischen Nahrstoffen eine Entwicklung von Mikroorganismen nicht zu. 

Ebenso lie sich in keinem Falle ein Angriff von ligninzerstérenden 
Bakterien auf mit Nahrlésung ,,Srapp A“ getrinkte Cuproxam-Lignin- 
folien beobachten. Auch weitere mit Erdlésungen angesetzte Unter- 
suchungen lieBen keine Entwicklung von Ligninbakterien erkennen. Das 
gleiche gilt fiir das biologisch erzeugte Lignin (Destruktion des Holzes 
durch Merulius lacrymans), sozusagen ein natirliches Ligninpraparat?. 


Aus einer weiteren Versuchsreihe mit T'richoderma lignorum und den 
Fusarium-Arten moniliforme, lactis, solani, merismoides und bulbigenum 
ergab sich, daB auch diese keine Entwicklung zeigten?. Ein vergleichen- 
der Versuch mit einem holzzerstorenden héheren Pilz, Polystictus versi- . 
color, ergab nur ein miBiges Wachstum dieses Pilzes auf Cuproxamlignin, 
jedoch eine deutliche Aufhellung der angegriffenen Stellen. 


Die untersuchten Lignine sind somit fiir biologische Studien nicht ge- 
eignet, und ein Nachweis der Ligninzerstérung in diesen Praparaten 
konnte deshalb auch nicht erbracht werden. Lignin unterliegt nur in 
loslicher Form einem biologischen Aufschlu8, wie wir spater noch zeigen 
werden. 


2. Sulfitablaugen aus Buchen- und Fichtenholz, 
lignosulfosaures Calcium. 


Die Untersuchungen mit Sulfitablaugen lieBen sich nicht weiter verfolgen, da 
sich in den Ablaugen neben Lignin noch andere Kohlenwasserstoffverbindungen 
in angereichertem MaSe vorfanden. So enthalten sie nach SuNpMaN (1949) neben 
Ligninriickstaénden noch Hexosen, Pentosen, Uronséuren und Spuren von unver- 
anderter Cellulose. 85—90% des Hexosegehaltes entfallen auf die Mannose, die den 
dominierenden Zuckeranteil der Laugen darstellt. 


1 Nach den bisherigen Erfahrungen werden durch Merulius lacrymans keine 
Antibiotica gebildet, die das Wachstum von Bakterien hemmen. 

2 Die biologisch ausreichende Cu-Entfernung wurde durch Testversuche mit 
Bakterienkulturen bewiesen. . 
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Eine iippige Organismenentwicklung fand bereits nach 48 Std in einer 1% igen” 
Lauge, die mit einem Zusatz von 0,5% Natriumnitrat und 0,1% prim. Kalium- 
phosphat versehen wurde, statt. Der Schwefelwasserstoffgehalt wurde durch starke 
Durchliiftung und Neutralisation mittels Alkalien entfernt. 


Das lignosulfosaure Calcium, aus Sulfitablaugen gewonnen, enthalt die 
begleitenden Kohlenwasserstoffverbindungen nicht mehr. Eine Iso- 
lierung der Bakterienkolonien, die sich auf Nahrbdden, die dieses Lignin 
nebst anorganischem Nahrsalz enthielten, entwickelten, wurde nicht vor- 
genommen, jedoch die Wachstumsintensitat verschiedener niederer Pilze . 
auf diesem Ligninmedium untersucht (Tab. 3). Nur Trichoderma lignorum 
und Fusarium merismoides ragen durch ihr kraftiges Wachstum aus den 
untersuchten Organismen hervor und kénnen deshalb als geeignet be- 
trachtet werden, lignosulfosaures Calcium als C- Quelle zu beniitzen. 


Tabelle 3. Wachstum niederer Pilze auf lignosulfosaurem Calcium. 


Organismus | Wachstum 

Fusarium argillaceum .... . | 0 
a aquaeductum... .... . 3 
i monilijorme < . . . 2s « 0 
nivale. . . . 1 
+3 dimerum Ose heer 0 
me COULSCELI a RE, eS Te 1 
Cf GTAMANCUM Mee ale eee 0 
LACS et, OR TR 3 
latersiswm, 2 OSS: 0 
SOLUNS Heese dvi Seet en 0 
SEMBECCEUME: S540, A enhayelty 1 
expansum..... : 0 

merismotdes . . .. 3... | 4—5 
bulbigenum . . . . . . 3 
$5 POU anal oeyge dykes vobsbels 0 
Trichoderma Koningi 1 
Trichoderma lignorum . 4 


Ziffernerklarung: 6 = iippig, 5 = sehr gut, 4 = gut, 3 = maBig, 2 = schwach, 
1 = sehr schwach, 0 = keine Entwicklung. 


3. Phenollignin. 
a) Kigenschaften des Phenollignins. 


Durch die Gewinnung des Lignins aus extrahiertem Holzmehl mittels 
wasserfreien Phenols wird das Phenol an den Ligninkomplex angelagert 
bzw. eingebaut. Uber die Bindung des Phenols herrscht jedoch noch 
keine Klarheit. 

Nach FrevpeNnBERG u. DiRR (1932) kann es sich um Anlagerung des Phenol- 
hydroxyls an (wihrend des Aufschlusses entstandene) Athylenbildungen des ali- 
phatischen Ligninanteils, aber auch um Kernkondensation mit den aliphatischen 
Hydroxylgruppen des Lignins handeln. DaB jedoch bei der Bildung von Phenol- 
lignin Phenol zweifellos in den Ligninkomplex eintritt, hat Jonas (1921) gezeigt. 
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Ks ergibt sich also die Frage: Wird, falls Phenollignin durch Mikro- 
organismen verwertet wird, direkt das Ligninmolekiil angegriffen oder 
unterliegt nur das angelagerte bzw. eingebaute Phenol einem biologischen 
Aufschlusse und kann somit den Organismen als Kohlenstoffquelle die- 
nen? Um dies zu klaren, wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Myrrs 
(1928), Barrets (1940) u. a. beschrieben bereits phenolabbauende Bak- 
terien, so das zum Vergleich die folgenden Versuche mit Bakterien, die 
fahig sind, Lignin zu zerstéren, ausgefiihrt wurden. 


Tabelle 4. Farbreaktionen des Phenollignins. 


1. remes Phenollignin Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz- 
sdure = keine Farbung 
2. wie bei 1. Farbreaktion mit FeCl, = keine Vio- 
lettfarbung 
3. reines Phenollignin nach AufschluB- Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz- 
versuch mit konz. HCl (erwarmt) sdure = keine Farbung 
4. wie bei 3. Farbreaktion mit FeCl, = keine Vio- 
lettfarbung 
5. abgebautes Phenollignin Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz- 
sdure = keine Farbung 
6. wie bei 5. Farbreaktion mit FeCl, = keine Vio- 
lettfarbung 
7. abgebautes Phenollignin nach Auf- Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz- 
schluBversuch mit konz. HCl (erwairmt) saure = keine Farbung 
8. wie bei 7. Farbreaktion mit FeCl, = keine Vio- 
lettfarbung 


Als erstes untersuchten wir die Farbreaktionen des Phenollignins unter 
Beriicksichtigung des Lignins und des Phenols. Das Ausbleiben der Farb- 
reaktion mittels Phloroglucin-Salzsiure ist bekannt (KLEIN 1932), doch 
sind auch sie in Tab. 4 der Vollstandigkeit halber mit aufgefihrt. Es 
wurden Phenolligninproben untersucht, die sich in frischem, nicht an- 
gegriffenem Zustande befanden, und solche, die durch bakterielle Tatig- 
keit bereits abgebaut bzw. zerstort waren. Weder reines noch abgebautes 
Phenollignin zeigt eine Farbreaktion (Tab. 4). Alle tiblichen Lignin- und 
Phenolreaktionen blieben aus. Das Phenolmolekiil mu demnach fest 
in den Ligninkomplex eingebaut worden sein und auch die Vanillin- 
gruppe; die in erster Linie fiir die Phloroglucinreaktion verantwortlich 
ist, blockiert haben. Nach FreupENBERG (1932) reagiert die Aldehyd- 
gruppe des Hadromalkomplexes mit dem Phenol unter Kernkonden- 
sation. Auch der Abbau des Phenollignin-Molekiils mu8 in einer Weise 
erfolgen, da weder die Vanillingruppe noch eventuell frei werdendes 
Phenol nachgewiesen werden konnte. 

Ein weiterer Versuch iiber das Wachstum der phenolligninabbauenden 
Bakterien auf Phenol verschiedener Konzentration sollte die Frage 
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kliren, ob reines Phenol in Gegenwart der iiblichen Mineralsalze von 
diesen Organismen als C- Quelle verwertet wird (Tab. 5). 


Tabelle 5. Wachstum Phenollignin abbauender Bakterien auf Phenol 
verschiedener Konzentration. 


Konrentration Bakterien aus Erdlésung | Ligninbakterien 


des Phenols in % 
0,2 keine Entwicklung | keine Entwicklung 
0,1 keine Entwicklung | keine Entwicklung 
0,04 leicht milchige Triibung keine Entwicklung 
0,02 | starkere Triibung, 
griin-gelbliche Fluorescenz, | leicht milchige Triibung 
leichte Hautbildung 
0,013 starke Triibung, starkere Triibung 
|  Fluorescenz, Hautbildung | 
0,01 leichte Triibung | leichte Triibung 


Die Tabelle zeigt, daB bei einer Konzentration des Phenols von 0,04 % 
in der mit Bakterien aus einer Erdlésung beimpften Nahrlésung eine 
schwache Entwicklung eintritt. Die Phenollignin-Bakterien verwerten 
jedoch das gebotene Phenol erst von einer Konzentration von 0,02% an. 
Der Versuch zeigt deutlich, daB in der Erde phenolabbauende Bakterien 
vorkommen, die erst in Gegenwart von 0,094% Phenol und hoher nach 
BaRTELS (1940) als phenolverwertende Organismen anzusprechen sind. 
Diese Konzentration ist jedoch bedeutend héher als diejenige, bei welcher 
die Ligninbakterien zur Entwicklung gelangen. Die Phenolligninbak- 
terien kénnen aus diesem Grunde nicht als ausgesprochene Phenolver- 
werter bezeichnet werden, da sie nicht wie diese eine héhere Konzen- 
tration des Phenols als 0,02°%, vertragen. 


b) Bakterien auf Phenollignin. 


Durch den priparativen Aufschlu8 des Ligninkomplexes mittels was- 
serfreien Phenols wird das Lignin in eine lésliche Form iibergefiihrt, die 
offenbar geeignet ist, mannigfachen Organismen als Kohlenstoffquelle zu 
dienen. Die aus Walderde isolierten Bakterien (Tab. 1) zeigen in einem 
Ligninderivat nebst Mineralsalze enthaltenden fliissigen Nahrmedium 
(siehe Methodik 8. 399) bei 28°C, dem Temperaturoptimum, eine unter- 
schiedliche Abbautiitigkeit, wie Abb. 1 zeigt. 

Die Abnahme des Phenollignins geht in Reinkulturen der Bakterien 
maximal nicht tiber 75%, hinaus. In Mischkulturen jedoch erhéht sie 
sich — wie spater noch gezeigt werden wird — in einem Fall bis auf 
 91,5%. Der stiirkste Abbau erfolgt innerhalb von 14 Tagen und nimmt 
dann mehr oder weniger rasch ab. Nach 3 Wochen erfolgte im allgemeinen 
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kein nennenswerter Abbau mehr, und nach Ablauf von 4 Wochen 
lie8 sich in keinem Versuchskélbchen eine Minderung des Lignin- 
gehalts mehr nachweisen (Bestimmungsmethode siehe unter methodische 
Hinweise 8. 399). Dabei weisen die aus 
Buchenwalderde isolierten Bakterien eine 70 
groBere Streuung auf als die aus Fichten- 
walderde stammenden. Letztere verfiigen 
tuber eine ziemlich einheitliche Zerstérungs- 
intensitat bis zu durchschnittlich 44% 
(siehe Abb. 1). 


Bakterienmischkul ur 
- 
a 


c) HinfluB verschiedener Stickstoffquellen. 


Der Angriff ligninzerstérender Bakterien 
wurde bei den bisherigen Versuchen nach 
Zugabe einer organischen Stickstoffquelle 
in Form von Pepton verfolgt. Um das Lignin- 
derivat als einzige Kohlenstoffquelle zu 
sichern, wurde der HinfluB eines anorgani- 
schen N-Salzes in Form von Ammonium- 
phosphat — (NH,),HPO, — auf den Ab- oe 
bau des Lignins untersucht (Tab. 6). : 

Ks zeigte sich, dab Lignin auch nach ie Wantcernnin necaron 
Zugabe einer anorganischen Stickstoffver- 
bindung angegriffen wird. Pepton wirkt jedoch bei allen angewandten 
Ligninbakterien etwas besser als Ammoniumphosphat. Die Unterschiede 
bewegen sich zwischen 0,7 und 4,8°% maximal. 


Tabelle 6. Hinflup einer anorganischen Stickstoffverbindung 
— (NH,),HPO, — auf die Zerstérungsintensitit von ligninzerstérenden Bakterien. 


Versuchsdauer 28 Tage, Temperatur 28° C. 


Stamm me me ws y 
IF 84 43 41 48,7 
IIB 84 23 61 72,5 
HTB 84 50 34 40,0 
IVB 84 34 50 60,0 
VB 84 61 23 27,5 
VIF 84 57 27 32,5 
VII B 84 60 24. 30,0 
Vill F 84 45 39 46,2 
Mischkultur | 84 | 14 70 82,8 


Wir diirfen also annehmen, da die Zugabe von Proteinen das Wachs- 
tum von ligninzerstérenden Bakterien fordert und damit auch eine 
Steigerung ihrer ligninabbauenden Tatigkeit erreicht wird. . 
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d) HinfluB verschiedener Holzarten. 


Buchenholz-Lignin und Fichtenholz-Lignin weisen unterschiedliche— 
Zusammensetzung auf. Das driickt sich bereits durch den hoheren Meth-— 
oxylgehalt des Lignins im Buchenholz aus (nach FREUDENBERG besitzt 
Buchenholz-Lignin 21—22% Methoxylgehalt, Fichtenholz-Lignin 16 bis 
17%). Inwieweit kénnen nun die Lignine der verschiedenen Holzarten — 
im Extrem Laubholztyp (Lignin aus dem Holze von Carpinus betulus 
L.) und Nadelholztyp (Lignin aus dem Holze von Picea excelsa Link) — 
einer unterschiedlichen Zerstérung durch ligninangreifende Bakterien 
unterliegen? Sind etwa die Ligninbakterien jeweils an eine bestimmte 
Holzart gebunden oder vermégen sie generell jedes oder nur jedes genuine 
Lignin anzugreifen? Leider konnten zu dieser Frage bisher nur Versuche 
mit -Phenollignin angestellt werden, das in der Natur nach den bis- 
herigen Erfahrungen nicht auftritt. 


Tabelle 7. Zerstérungsintensitdat verschiedener Bakteriengemeinschaften 
in Phenollignin aus Buchen- bzw. Fichtenholz. 


Nas < abgebaut 
suchsdauer | Kontrolle Rest | 
Tage mg mg ie 9% 


Bakterienstamme JI B, IJ] B, IV B, V B, VII B (aus Buchenwalderde). 


Buchenholz-Lignin ... | 42 | 83 i ‘| 76 91,5 
Fichtenholz-Lignin . . . 42 87 18 69 79,3 
Bakterienstamme JF, VJ F, VIJIF (aus Fichtenwalderde). 
Buchenholz-Lignin 42 83 15 64 ls 
Fichtenholz-Lignin . . . 42 87 10 77 88,5 


So vermégen auch die folgenden Untersuchungen mit Phenollignin 
aus Buchen- bzw. Fichtenholz nur Erkenntnisse zu liefern, die technisch 
von Bedeutung sein kénnen (Tab. 7). Nach 42 Tagen Einwirkungsdauer 
machte sich eine deutlich unterscheidbare Abbautatigkeit der Bakterien 
verschiedener Herkunft bemerkbar. Das aus Buchenholz gewonnene 
Lignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte Bakterien stirker ab- 
gebaut als durch Bakterien, die in Fichtenwalderde gefunden wurden. 
Ebenso verwerteten die Bakterien der Fichtenwalderde Fichtenholz- 
Lignin besser als Buchenholz-Lignin. Die Untersuchungen deuten also 
darauf hin, dafs das nach FrrupENBERG methoxylarmere Lignin (Nadel- 
holztyp mit Guajacylresten) einem geringeren Abbau unterliegen wiirde 
als das methoxylreichere Lignin (Laubholztyp mit Syringylresten). Doch 
diirfte dies eine Folge des verschiedenen Abbaus durch die zu diesen 
Versuchen herangezogenen Bakterienarten sein. Wir dirfen aus obigen 
Ergebnissen wohl folgern, dab die einzelnen Arten der Bakterien, die 
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fiir fahig befunden wurden, Lignin zu zerstéren, spezifiziert sind und so- 
mit eine gewisse nattirliche Anpassung an die verschiedenen Lignine bzw. 
Holzarten vorzuliegen scheint. 


é) Hinflup der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Anpassung der Ligninbakterien an verschiedene Lignine erfihrt 
zudem noch eine Unterstiitzung durch dieWasserstoffionen-Konzentration 
in den edaphischen Faktoren der Umwelt. Es wurden nimlich bei den 
Bodenproben, aus denen die beschriebenen und isolierten Bakterien 
stammen, folgende durchschnittlichen py-Werte gemessen: Fichtenwald- 
erde px 6,8/6,7; Buchenwalderde py 7,44. Die Proben aus Buchenwald- 
erde sind demnach als neutral bis leicht alkalisch zu bezeichnen, die 
Proben der Fichtenwalderde als neutral bis leicht sauer. 


Tabelle 8. Zerstérungswirkung der Ligninbakterien bei verschiedenen py-Werten. 


c= ‘a abgebaut 
= & | Versuchsdauer Ses Kontrolle | Rest 

= S Tage Stamm Py Wert ae ie i ‘ 

IB | 22 58 72,5 

III B 48 | 32 40,0 

28 IVB 7,5 80 32 | 48 60,0 

V. Baa CORB 207 A 32735 

aS VIIB | SOGutod 30,0 

° 

i 28 Mischkultur | 7,5 | 78 11 67 85,9 
o | | | 

cs IIB | 34 | 48 58,7 

& EB) ait O9abl A128 plegit sO 

28 TV el ae 60 82 41 | 41 50,0 

Vo - 69 13 15,8 

VIIB | 66.7 16 | 19,5 

28 Mischkultur | 6,5 | 81 25 56 | 69,1 

| iia | 42 | 39 | 48,1 

28 VIF Tee hy be 8) 5B | 26 32,1 

3 VUIF / 4g) | 87-1 o 45.6 

‘ 28 Meashicultar || Pete) 1 | sat | (a7) i'd | 79,0 

Re Te || | 4g | 36 | 42,8 

= 28 VERY {en6.5745) | 84 ly ize |. 273 

a Aa | | | #49. | 35 41,6 

28 Mischkultur, 6,583 27 | 56 | 67,4 


Um die Einwirkung der Wasserstoffionen-Konzentration zu unter- 
suchen, wurden Phenollignine aus Buchen- bzw. Fichtenholz unter 
Einstellung des py-Wertes auf 7,5 als schwach alkalisches und auf 6,5 
als schwach saures Medium verwendet (siehe Tab. 8). Die aus Fichten- 
walderde isolierten Bakterien besitzen eine geringere Abnahme der Zer- 
stérungswirkung bei einem Ubergang vom alkalischen in den sauren 
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Bereich als die aus Buchenwalderde isolierten. Der Unterschied des pro- 
zentualen Abbaus betragt bei den Bakterien aus Fichtenwalderde nur 
4,7—11,6%, bei denen aus Buchenwalderde jedoch 11,6—16,8%. Es 
kann somit angenommen werden, daB die untersuchten ligninzerstéren- 
den Bakterien, die aus dem schwach sauren Fichtenwaldboden stammen, 
eine natiirliche Anpassung an dieses Milieu besitzen und eine hodhere 
Wasserstoffionen-Konzentration vertragen als die Bakterien, die dem 
alkalischeren Buchenwaldboden entnommen wurden. 


Tabelle 9. Zerstérungswirkung Phenollignin abbauender Bakterien 
in Alkalilignin. 


Versuchsdauer Siawin Kontrolle | Rest | abgebaut ' 
Tage | mg mg mg % 
| ih Se eae ae: 24,0 
ThE Pee Ze 16 10,1 
Tier 4 116 42 26,5 
TB / 134 24 15,1 
35 / VB |+ 158 102 56 35,4 
VIF | 122 36 ! 22,7 
VIIB | 105 53 ) 33,5 
VELL = | 119 39 | 24,0 
I—VIilI | | 94 74 | 40,5 


f) HinfluB von Phenollignin-Bakterien auf Alkali-Lignin. 
Durch Behandeln extrahierten Holzes mittels wasserfreien Phenols 
tritt dieses mit dem Lignin in Reaktion und fihrt dadurch zur Bildung’ 
von Oxyphenylresten im Ligninmolekiil im Gegensatz zum alkalischen 


‘4 (F Phenol-Lignin Alkali-Lignin pe 
° pi 
80 


7F 8 MB We VB WF WEB Wm Misch 
kultur 
Abb. 2. Vergleich der Lignin-Bakterien auf Phenol- und Alkali-Lignin-Naihrbéden. 


Aufschlu8 verholzter Fasern, der zur Bildung von vorher nicht vor- 
handenen Carboxyl- oder Phenolgruppen fiihrt (Ligninsiuren)., Es ent- 
steht die Frage: Wie verhalten sich die bisher beschriebenen Phenol- 
lignin zerst6renden Bakterien gegeniiber Alkalilignin und wie wirkt sich 
die unterschiedliche Gewinnung und der Charakter dieser léslichen 
Ligninpraparate aus? Daher wurden Phenollignin abbauende Bakterien 
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in Alkalilignin untersucht (Tab. 9). Wir sehen, daB die Phenollignin- 
Bakterien ebenfalls in der Lage sind, wenn auch in geringerem Mafe, 
lésliches Lignin, das durch alkalischen Aufschlu8 gewonnen wurde, an- 
zugreifen, Kine Spezialisierung derselben scheint jedoch vorzuliegen 
(Abb. 2), da die am stiirksten Phenollignin abbauenden Bakterien Alkali- 
lignin nur schwach verwerten kénnen. 


g) Niedere Pilze und Phenollignin. 


Weiterhin ergab sich die Frage, ob auBer Bakterien noch andere das Erdreich 
bewohnende Mikroorganismen an der Beseitigung der Ligninriickstande beteiligt 
sind und welche Einwirkung sie auf das Lignin besitzen. Reinkulturen von Boden- 
organismen ergaben nach WAKSMAN u. Mitarb. (1931, 1936, 1946) einen Angriff 
von Trichoderma auf Pentosane und Cellulose des Weizenstrohs, nicht aber auf 
das Lignin. Actinomyceten sollen aber neben Cellulose und Fettsubstanzen etwas 
Lignin angreifen. Weit starker ist die Zersetzungstatigkeit einer Mischflora (Boden- 
population); Fusariwm und Alternaria iiben auf isoliertes Lignin eine unterschied- 
liche Einwirkung aus. Etwas Lignin ist in allen Fallen zerstért worden. 


Im folgenden sind Untersuchungen an Pilzen (Fungi imperfecti), die 
teils in Walderde, teils auf sich zersetzendem Holz leben, hinsichtlich 
ihrer Wachstumsfahigkeit sowie ihres Zerstorungsgrades auf isoliertem 
Lignin mitgeteilt. 

Kulturkélbchen, die Phenollignin als C- Quelle neben den iiblichen Mineralsalzen 


(siehe Methodik S. 399) enthielten, wurden mit frischem, lebensfahigem Pilzmycel 
beimpft und die Ergebnisse nach 35 Tagen Hinwirkungsdauer festgestellt (Tab. 10). 


Tabelle 10. Zerstérungswirkung verschiedener Fungi imperfecti auf Phenollignin. 


Organismus Kontrolle mg abgebaut 
mg Rest mg of, 
Stemphylium botryosum var. botrytis | — 56 19 25,3 
Stemphylium spec......... 67 8 10,6 
Alternaria tenuis... ..... : 53 22, 29,3 
Macrosporuum spec. ....... 61 14 18,6 
Trichoderma Koning. ...... 62 13 ine 
Trichoderma lignorum. ..... . ong 49 26 34,6 
AUSTIN SPOCOME Wels. 2 > + cs : 31 44 58.6 
Fusarium solani. ...... eh 47 28 Ole 
Fusarium dimerum. .....- ars 57 18 24,0 
USOT SPCCs ss - 2s 3 30 45 60,0 
Fusarium nwvale......... 32 43 57,3 
SHMSUNIUIE LOCHIGe ts i ss 8 26 49 65,3 


Die Gattung Fusarium Link stellt einige Vertreter, die auf Lignin 
iippiges Wachstum entwickeln. Abb. 3 zeigt auf der rechten Seite Luft- 
mycel von Fusarium lactis Pir. et Rib. in einem Versuchskolbchen auf 
Phenollignin in fliissigem Medium und la£t deutlich eine starke schwarz- 
rote Pigmentbildung erkennen, die vom Organismus in die umgebende 
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Nahrfliissigkeit abgeschieden wird. Das Luftmycel verfarbt sich dagegen 
wesentlich schwacher. Entsprechende Beobachtungen konnten bei allen 
untersuchten Fusarienstiimmen gemacht werden, die auf ligninhaltigen 
Niihrbéden geziichtet wurden. 


Bemerkenswert ist, da& Trichoderma lignorum Lignin in doppelt so 
starkem Grade abbaut als Tr. Koningi (34,6% gegen 17,3%). Trotz der 
lebhaften Entwicklung von Luft- 
und submersem Mycel wird Phenol- 
lignin nicht so gut verwertet wie 
von Fusarium. Die Abbautatigkeit 
von Stemphylium botryosum var. 
botrytis und Alternaria tenuis ist 
nicht erheblich. 


Zusammenfassend 1laBt sich sa- 
gen, daf unter den_ pilzlichen 
Bodenbewohnern Fusarium Lignin 
in Form von Phenollignin gut ab- 
Abb. 3. WVrichoderma lignorum und Fusarium zubauen yee Trichoderma trotz 

lactis in Phenollignin nach 35 Tagen. des gesunden Wachstums etwas 

schwicher. Die gute Nutzung des 

Lignins durch Fusarium-Arten ist durch die auBerordentlich starke 
Farbstoffbildung gekennzeichnet. 


h) Basidiomyceten (holzzerstorende H ymenomyceten) auf Phenollignin. 


Ks ist bekannt, da durch die héheren holzzerstérenden Pilze in der Zerstérung 
des Holzes zwei Wege beschritten werden. Bei der WeiSfaule (nach FatcK Kor- 
rosion) bleibt Cellulose zuriick, die Ligninbausteine werden wegoxydiert. Bei der 
Braunfaule (nach Fatck Destruktion) handelt es sich um einen intensiven Humi- 
fizierungsprozeB, wobei die Cellulose zerstért wird, wihrend das Lignin mehr oder 
weniger sekundar veraindert zuriickbleibt. Die ligninzerstérenden Pilze miissen 
demnach tiber Ektoenzyme verfiigen, die das genuine Ligninmolekiil angreifen und 
wenigstens bis zu wasserléslichen, diffusiblen Bruchstiicken zerlegen kénnen (siehe 
S$. 419). Solche Enzyme werden besonders von jungen wachsenden Mycelspitzen 
ausgeschieden (Bose 1939). Merulius domesticus (Normstamm M 36 Uerdingen), 
mit dem im folgenden gearbeitet wurde, verzehrt in erster Linie Cellulose und baut 
aus der Ligninsubstanz nur den Kohlenhydratanteil (Hemicellulosen) ab. Die poly- 
meren aromatischen Komplexe bleiben zuriick (FancK 1926, Kiirscuner 1927). 
Merulius verfiigt also iiber keine Enzyme, die das Lignin anzugreifen vermégen. 


Trotz dieser Tatsache wurde das Verhalten des Cellulose zerstérenden 
Merulius domesticus gegen Phenollignin untersucht, das aus von Meru- 
liusfiiule destruiertem Holze gewonnen wurde (siehe Methodik 8. 399), 
um die Frage zu klairen, inwieweit dieser Pilz in der Lage ist, zuriick- 
gelassenes Lignin, sogenanntes ,,biologisches Lignin‘, nachdem es in eine 
lésliche Form gebracht wurde, weiter zu verwerten. Solches widersteht, 
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wie bereits festgestellt, in freiem ungelésten Zustande allen Angriffen 
ligninzerstorender Mikroorganismen. Das Ergebnis iibertraf alle Erwar- 
tungen, denn die Wuchsfreudigkeit von Merulius auf Phenollignin bei 
Zimmertemperatur (vgl. Abb. 4) war iiberaus stark und nur wenig 
schwacher als das einer Kontrolle auf Malzextraktlosung, namlich je Tag 
3,9 gegeniiber 4 mm (grofe Petrischalen von 130 mm Durchmesser). Das 


Abb. 4. Merulius domesticus auf Phenollignin Abb. 5. Polystictus versicolor auf Phenollignin 
nach 22 Tagen. nach 15 Tagen. 


Trockengewicht des Mycels betrug nach 42 Tagen 249 mg bzw. 298 mg 
bei 40 cm® Nahrlosung. Der Grad der Ligninzerstorung wurde nicht be- 
stimmt, da der Pilz sich in fliissigem Medium nicht kultivieren lieB, son- 
dern nur auf Agar-Nahrbdoden. Dies mag eine Folge der Benetzbarkeit 
der Pilzhyphen sein, die ein Untertauchen der Hyphen unter den Fliissig- 
keitsspiegel der Nahrlésung herbeifiihrt. Weiterhin erschwert die hohe 
O,-Bedirftigkeit des Pilzes ein submerses Wachstum. 


Zusammenfassend diirfen wir feststellen, daB der Cellulose zerst6rende 
Merulius domesticus faihig ist, Lignin zu verwerten, wenn dieser aroma- 
tische Komplex in eine lésliche Form tibergefiihrt worden ist. 


Kin weiterer holzzerst6render Pilz, Polystictus versicolor (Stamm P 21 
Jahn), lieB nicht ganz dieselbe Wuchsfreudigkeit erkennen wie Merulius 
domesticus (Abb. 5). Die Aufnahme zeigt den Pilz nach einer Entwick- 
lung von 15 Tagen auf Phenollignin. Das tagliche Langenwachstum 
betrug 2,1 mm, das einer Kontrolle auf 4%iger Malzextraktloésung 
2,6 mm; Myceltrockengewicht nach 44 Tagen 104 mg bzw. 128 mg bei 
40 cm? Nahrlosung. Dieser Pilz ist somit ebenfalls fahig, Lignin in 16s- 
licher Form zu verwerten. Penzar, GoTTLrEeB u. Day (1950) stellten je- 
doch fest, daB die Adsorption von Ligninsulfonat durch Polystictus ver- 


sicolor eine Verarbeitung vortaéuschen kann. 
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7. Ammoniaklignin. 
a) Allgemeines. 


Die in dieser Arbeit verwendeten Ligninpriiparate waren, ebenso wie 
die in friiheren Arbeiten von anderen Autoren benutzten, ausnahmslos 
Stoffe, die im Laboratorium bzw. in der Technik durch die Anwendung 
chemisch stark wirkender Reagenzien gewonnen wurden. Selbst Cu- 
proxamlignin, das durch Herauslésen der Cellulose aus dem Holzk6rper 
erzielt wird und dem nativen Lignin nahezukommen scheint, ist ein 
Lignin, das ebenfalls auf dieselbe Art hergestellt wurde. Diese ,,tech- 
nischen Ligninderivate“ jedoch sind in der Natur nach den bisherigen 
Erfahrungen nicht anzutreffen, obwohl einige von ihnen, wie die Alkali- 
und Phenollignine, einem Angriff von Mikroorganismen unterliegen 
kénnen. Die letzteren werden zu léslichen Ligninen gerechnet, deren 
Léslichkeit eine Voraussetzung fiir die Zerst6rung eben durch jene Or- 
ganismen ist. Welche Umwandlung des nativen Lignins bzw. welcher 
Wechsel in dem physikalischen oder chemischen Zustand des Lignin- 
molekiils mu8 nun wihrend des Abbauvorgangs der ganzen Pflanze 
in der Natur stattfinden, um einen Angriff von solchen Mikroorganis- 
men zu erméglichen, die kein das native Lignin losendes Enzym be- 
sitzen? Das genuine Lignin als solches ist ja unloslich. 

Ks ist eine auffallende Tatsache, da frischer Kompost, Stalldiinger 
sowie junge Pflanzen bei ihrer Zerst6rung eine verhaltnismabig rasche 
Abnahme ihres Ligningehaltes aufweisen im Gegensatz zu alteren Pflan- 
zen. So ist auch Lignin der Zerst6rung durch Mikroorganismen unter- 
worfen, sofern es in frischen oder teilweise zerst6rten pflanzlichen Ge- 
weben vorliegt. Wenn es jedoch in reiner Form hergestellt ist, ist es voll- 
stiindig widerstandsfahig gegen eben diese Organismen (DEMME 1932, 
NorMANN 1935, WAKSMAN 1931 und 1936). 

Khe wir auf das Verhalten des Lignins im besonderen eingehen, miissen wir die 
chemischen Umwandlungen im Holz als Ergebnis seiner Zerstérung charakteri- 
sieren. Ros u. Lisse (1917) haben bereits gezeigt, daB mit dem Fortschreiten der 
Holzzerstérung (Abnahme des Cellulosegehaltes) ein Anwachsen des Methoxyl- 
gehaltes und des alkalisch léslichen Materials verbunden ist. Es steht fest, daB die 
Umwandlung des Lignins in der Natur mit einem Anwachsen der alkalischen Lés- 
lichkeit und einer Dunkelfairbung durch Absorption von Sauerstoff (siehe auch 
S. 398) begleitet ist (PRINGSHEIM u. FucHS 1923). Das Anwachsen der Léslichkeit 
des Lignins in Alkalien diirfte unter anderem eine Folge der Einwirkung des Luft- 
sauerstoffs sein, da nach FREUDENBERG (1932) durch gelinde Oxydation des Lignins 
einzelne periphere Carboxylgruppen entstehen, die das Lignin alkaliloslich machen, 
ohne das gesamte Gefiige nennenswert zu veriindern. 

Die Zunahme der Léslichkeit des Lignins in Alkalien hat uns nun ver- 
anlaBt, Ammoniak in seiner méglichen Eigenschaft als Loésungsmittel 
fiir durch die Holzzerst6rung freigelegtes, genuines bzw. biologisch er- 
zeugtes Lignin (Destruktion des Holzes durch Meruliusfaiule) zu unter- 
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suchen. Hs sollte dadurch festgestellt werden, ob Ammoniak, das durch 
die Verrottung pflanzlicher Gewebe frei wird, in der Lage ist, das Lignin, 
das ebenfalls in den ZersetzungsprozeB mit einbegriffen ist, zu lésen, 
d.h. in ein natiirliches lésliches Ligninderivat iiberzufiihren, um 
es so einem Angriff ligninzerstérender Mikroorganismen zugiinglich zu 
machen, die eines den Ligninkomplex auflégsenden Enzymapparates 
ermangeln. 

Hierbei konnte die iiberraschende Beobachtung gemacht werden, da8 
selbst Spuren von wiGrigen Ammoniaklésungen fihig sind, biologisch 
erzeugtes Lignin in ammoniakalisches Lignin iiberzufiihren und natives 
Lignin aus Weizenstroh herauszulésen, das als nunmehriges ammoniakali- 
sches Ligninderivat durch Salzsiure leicht ausgefallt werden konnte 
(siche methodische Hinweise 8. 400). So gelang es, mittels Behandeln mit 
0,028 % NH,OH biologisch erzeugtes Lignin und mit 0,0028°% NH,OH 
Lignin aus Weizenstroh in Lésung zu bringen. 

Versuche, Lignin aus extrahiertem Fichtenholzmehl ohne Druck- 
anwendung und erhéhte Temperatur in Lésung zu bringen, miBlangen. 
Da nur biologisch erzeugtes Lignin durch Behandeln mit NH,OH in 
Loésung geht, diirfen wir annehmen, daB in der Natur durch Zersetzungs- 
vorginge zuerst die Zellwandsubstanzen der pflanzlichen Reste, ins- 
besondere die Cellulose und Hemicellulosen angegriffen werden miissen, 
um so die glykosidische Verkniipfung des Lignins mit den Kohlen- 
hydraten zu trennen, damit eventuell Einwirkungen von ammoniakali- 
schen Losungen auf das freigelegte Lignin statthaben kénnen. 


Wenn diese Vorginge sich unter aeroben Verhaltnissen abwickeln, konnen dann 
auf diese Weise die Umbildungen des Lignins zu Humusstoffen verstanden werden, 
da nach Waxksman (1946) Lignin, das mit einer alkalischen Losung behandelt und 
einige Zeit der Luft ausgesetzt wird, unter Verlust von Methoxylgruppen oxydiert 
und zu einer dunkel gefarbten Substanz umgewandelt wird, ahnlich in seinen 
Eigenschaften wie die des ,,sauren Humus‘. Es scheint hier eine Wirkung sowohl 
des Einflusses des Sauerstoffs der Luft als auch waBriger ammoniakalischer L6- 
sungen auf das Lignin zu herrschen, die es wihrend seiner Umbildung, wie weiter 
oben erwahnt, alkalisch loslicher macht. 

Eine zusitzliche Erklarung des langsamen Abbaus sich selbst tiberlassener 
alterer pflanzlicher Gewebe diirfte neben der Feststellung von WaKksMAN u. Hur- 
CHINGS (1936), die den hdheren Methoxylgehalt des Lignins alterer Pflanzen dafiir 
verantwortlich machen, die Tatsache sein, daB der HiweiBgehalt des ganzen ver- 
holzenden Pflanzenkérpers mit zunehmendem Alter desselben abnimmt und so 
nur wesentlich kleinere Mengen von Ammoniak bei den Zersetzungsvorgangen 
gebildet werden kénnen. Dies trifft jedoch dann nicht zu, wenn ein ammoniak- 
reiches Medium vorliegt, wie wir es beim Kompost und insbesondere beim Stall- 


diinger finden. 

Die biologische Zersetzung des Ammoniaklignins durch Mikroorga- 
nismen parallel zu seiner Umbildung zu Humusstoffen durch rein physi- 
kalisch-chemische Einfliisse bleibt noch zu ermitteln. 
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b) Abbau des Ammoniaklignins durch Bakterien. 


Wir dirfen das Ammoniaklignin zu den Alkaliligninen, den so- 
genannten ,,sauren Ligninen“‘, rechnen, die einem bakteriellen AufschluB 
unterliegen. So sind auch Bakterien, vornehmlich Kurzstabchen (Stamme 
IX B, X B, XIB), die aus Waldbéden isoliert wurden (siehe Tab. 1, 8. 402), 
imstande, das Ammoniaklignin zu verwerten (Tab. 11). Eine starkere 
Nutzung dieser C- Quelle erhalten wir durch eine Bakterien-Rohkultur 
aus einer Erdlésung (bis zu 67,4%), eine schwichere durch die bisher 
studierten Phenollignin abbauenden Bakteriengruppen. Bei letzteren 
ist die Zerstdrung des neuen Ligninpraparates graduell aihnlich wie die 
des Alkalilignins 8S. 412ff. 


Tabelle 11. Ligninbakterien auf ammoniakligninhaltigem Substrat. 


Versuchsdauer Stamin Kontrolle - Rest abgebaut 

Tage mg mg ae 9% 
IX B 61 53 46,5 
26 Pies 114 71 43 37,7 
PA es 56 58 50,9 
Rohkultur 30 62 67,4 
28 IIB 92 80 12 13,0 
VB 58 34 36,9 


Wir diirfen aus den bisher erzielten Ergebnissen schlieBen, daB die 
Widerstandsfihigkeit des Lignins gegen den Angriff von Mikroorganis- 
men in seiner schweren Hydrolysierbarkeit begriindet ist. Wird jedoch 
das Lignin durch Einfithren bzw. Bildung gewisser Atomgruppen léslich 
gemacht, so kann es einem biologischen Angriff unterworfen werden. 


B) Die aerobe Natur der Ligninzerstérung. 


Ks ist schon lange bekannt, daB die Holzzerstérung unter aeroben Be- 
dingungen wesentlich intensiver ist als unter SauerstoffausschluB. 


Auf den Abbau des Holzes durch héhere holzzerstérende Pilze in Abhangigkeit 
von O, weisen Fatcx (1907), Mino u. BaveNDAMM (1928) hin, die zu dem SchluB 
gelangten, da O, insbesondere von den Saprophyten bendtigt wird. Sauerstoff- 
freies Holz wird von Saprophyten nicht befallen. Lebensfrisches, wassergesittigtes 
Holz (Splint) ist mehr oder weniger gegen Pilzbefall immun, da das Wasser 
O, verdrangt. Daneben enthalt die Luft im Holz mehr CO, als atmosphirische Luft 
(bis 600fache der normalen CO,-Spannung nach MacDovaat), dessen hauptsiich- 
lichste Wirkung in der Verdringung von O, besteht. In der aeroben Natur des 
Kompostes sieht WaksMAN (1936) die Ursache der verhaltnismaBig schnellen Zer- 
stérung von Lignin durch Mikroorganismen. 


Auch die Beobachtung an in das Erdreich eingelassenen Holzpfiblen, 
die ihre stirkste Zerstérungszone an der Bodenoberseite aufweisen, sowie 
die Arbeiten fritherer und jetziger Forscher iiber die Zerstorung pflanz- 
licher Materialien unter Beriicksichtigung des Lignins, ferner die in 
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dieser Arbeit untersuchte Zerstérung von Ligninsubstanzen durch Mikro- 
organismen, die ausschlieBlich unter aeroben Bedingungen erfolgte, lassen 
die Annahme zu, da die Bakterien, die am Ligninabbau beteiligt sind, 
_aerob sein miissen. 

Durch eine weitere Versuchsreihe sollte untersucht werden, inwieweit 
Ligninbakterien auch unter anaeroben Verhaltnissen in der Lage sind, 
diesen Naturkérper anzugreifen. Dazu wurden die isolierten Ligninbak- 
terien auf Phenol- bzw. Ammoniakligninnahrbéden unter anaeroben 
Bedingungen kultiviert. Nach einer Einwirkung von 2 Wochen ergab 
sich, da®B in allen Versuchsréhrchen jegliche Entwicklung der Lignin- 
bakterien unterblieben war. Wir kénnen somit folgern, daB die Bakterien, 
die an der Ligninzerstérung beteiligt sind, Sauerstoff unbedingt bendtigen 
und deshalb als obligat aerob anzusprechen sind. 


Wie wir wissen, werden durch die Abbauvorginge anderer kohlenwasserstoff- 
haltiger Naturstoffe unter Beteiligung von O, in erster Linie neben fliichtigen 
Sauren CO, und Wasser gebildet, im Gegensatz zu den Garungen unter Sauerstoff- 
ausschlu8, durch die in erster Linie Saéuren gebildet werden. Aus der Beobachtung 
von Waxksmawn (1936) nun, welcher kein Produkt der Ligninzerstérung isolieren 
oder demonstrieren konnte, diirfen wir ebenfalls auf den aeroben Charakter der 
Ligninzerst6rung durch die daran beteiligten Bakterien schlieBen. 


C) Der enzymatische Abbau des Lignins. 


Die holzzerstorenden Pilze miissen tiber Ektoenzyme verfiigen, die den 
nativen Ligninkomplex angreifen und ihn wenigstens bis zu wasserlés- 
lichen diffusiblen Bruchstiticken zerlegen konnen. Diese Enzyme werden, 
wie bereits erwahnt, besonders von den jungen wachsenden Mycelspitzen 
ausgeschieden (BosE 1939). 

Bei der enzymatischen Fermentation des Lignins greift nach FaRNAND&Z u. 
REGUERR (1945/1946) das Ferment von Auwricularia mesenterica das Lignin unter 
Bildung von Vanillin an und zeigt somit die Gegenwart einer Lignase an. Holz von 
Sophora japonica, das mit einem Ferment eines anderen Pilzes, Polyporus hispidus, 
behandelt wird, liefert ebenfalls kleine Mengen von Vanillin. Pappelholz von 
Populus nigra gibt dagegen gréBere Mengen Uronsaure und etwas Vanillin. Welcher 
Art die wirksame Lignase ist, ist nicht ohne weiteres zu erkennen. Nach den Unter- 
suchungen von GoTTLIEB u. GELLER (1949) an wafrigen Ligninsuspensionen 
mittels eines Enzympraparates aus dem PreBsaft von Agaricus campestris-Mycel 
soll das wirksame Ferment mit keiner der bekannten Phenoloxydasen identisch 
sein. Ein vollstandiger Abbau bis zu dem wieder assimilierbaren CO, findet an- 
scheinend nicht statt. Das Vanillin ist nach FREUDENBERG ein integrierender Bau- 
stein des Ligninmolekiils. WaksMAN (1936) konnte jedoch im Falle des bakteriellen 
Abbaus des Lignins keine Produkte der Ligninzerstérung isolieren. Der gréfte 
Teil des Kohlenstoffs wird demnach in Zellsubstanzen umgewandelt, besonders 
unter Beriicksichtigung der Beobachtung von WaxsmaN, daf nur sehr wenig CO, 
wahrend der Ligninzerstérung gebildet wird. 


Nun kann sich der Abbau des hochmolekularen Lignins unter ver- 
schiedenen Bedingungen vollziehen. Einmal liegt das Lignin als unlés- 
licher Komplex im Holzkérper vor, ein andermal wird es durch das Ein- 
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wirken bestimmter Atom- bzw. Molekiilgruppen unter AufschluB in l6s- — 
liche Form iibergefiihrt, die, wie die bisherigen Untersuchungen zeigen, 
einen Angriff durch Mikroorganismen gestattet. Liegt das Lignin in un- — 
geléstem Zustande im Holz vor, so sind nur die ligninzerstérenden 
hdheren Pilze imstande, es mit Hilfe einer Lignase anzugreifen und bis 
zu den aromatischen Bausteinen (wie Vanillin) abzubauen. Liegt jedoch 
das Lignin in léslicher Form vor, so kann es nach den bisherigen Er- 
fahrungen vollstandig genutzt werden. Eine Lignase wird also nicht not- 
wendig sein, wenn das Lignin in geléstem Zustande den Organismen ge- 
reicht wird, wie das Beispiel des Merulius lacrymans zeigt, welcher nor- 
malerweise nur die Cellulose des Holzes angreift und den Kohlenhydrat- 
anteil des Ligninkomplexes einschmilzt und die aromatischen Lignin- 
substanzen zuriicklaBt. Liegt das Lignin in Form von Phenollignin 
‘vor, das in Wasser aufgelést wurde, so ist auch dieser cellulosezerst6rende 
Pilz in der Lage, das Lignin weiter zu verwerten. 


Ob an der Auflésung des Lignins die in den Pilzen vorkommenden 
Phenoldehydrasen beteiligt sind, lat sich noch nicht tiberschauen. Viel- 
leicht darf auch in diesem Zusammenhang die Méglichkeit der Beteili- 
gung von Phenoldehydrasen an der bisher noch ungeklarten Gelbfarbung 
des Merulius lacrymans (vgl. dazu ZoBeRstT) angedeutet werden, die 
durch Hemmung des Wachstums oder Verletzen der Pilzhyphen auftritt. 
Jedenfalls hat ZoBERST soeben das Vorkommen von Polyphenolasen in 
diesem Pilze festgestellt. 


Um zu prifen, inwieweit Phenoldehydrasen in den ligninzerstéren- 
den Bakterien vorkommen, wurde die Bakterienmasse von 10 Petri- 
schalen-Kulturen gereinigt, filtriert und mittels Quarzmehl in der Reib- 
schale zerrieben. Eventuell fretwerdende Phenoldehydrasen kénnen colori- 
metrisch (nach PucH) durch Dioxyphenylalanin (Dopa) erfaBt werden 
(BAMANN u. Myrpack 1941, FREUDENBERG 1949). Es zeigte sich jedoch, 
da in Gegenwart von Luft eine Schwarzfirbung erst nach 18 Std ein- 
trat. Wenn reduzierende Substanzen wie die Ascorbinsiure in den Enzym- 
praparaten zugegen sind, die die Entwicklung der Farbe verhindern, 
kann diese colorimetrische Methode eine Verzégerung erfahren. Doch 
diirfte nach Verbrauch dieser Stoffe die Farbstoffbildung nicht weiter 
verzogert werden. Wir kénnen somit annehmen, dai Enzyme, die zur 
Gruppe der Phenoldehydrasen gerechnet werden, in den untersuchten 
Ligninbakterien nicht auftreten. 


Diskussion. 
Vorstehend konnte gezeigt werden, dafs Lignin in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen anderer Forscher eine starke Resistenz gegen jeden 
Angriff durch Mikroorganismen zeigt. Die Widerstandsfihigkeit in der 
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Natur beruht auf seiner schweren Hydrolysierbarkeit. Als hochmoleku- 
larer Korper besteht Lignin aus einem Gemisch einander auRerst nahe- 
stehender Substanzen, das, als unldsliches Praparat auf technischem 
Wege gewonnen, von Mikroorganismen nicht angegriffen werden kann, 
ebenso wie auch das biologisch erzeugte Lignin. Werden ,,Lignin‘‘-Pri- 
parate jedoch in ,,gel6stem‘ Zustande gereicht, so kénnen sie von ver- 
schiedenen Bodenorganismen verwertet werden. Es wird deshalb stets 
entscheidend sein, welches der chemische bzw. physikalische Zustand des 
Lignins ist, das einem Angriff eben durch jene ligninzerstérenden Orga- 
nismen unterliegt. Die Untersuchungen haben ergeben, da die gefun- 
denen Organismen eine unterschiedliche Zerstérungswirkung auf isolier- 
tes Lignin austiben, die durch die Spezialisierung derselben gekennzeich- 
net wird. 


Die Gewinnung von Lignin aus den verholzten Fasern pflanzlicher Ge- 
webe mittels chemisch stark wirkender Reagentien befriedigt nur teil- 
weise, da die so gewinnbaren Derivate nach den bisherigen Erfahrungen 
in der Natur nicht anzutreffen sind. Doch geben uns solche Stoffe immer- 
hin Aufschlisse tiber die Bedingungen, unter denen der Abbau von 
Lignin stattfindet. Da Lignin im Holzverband unléslich ist, muBte die 
Frage beantwortet werden, welche Umwandlung das native Lignin wih- 
rend des Verrottungsvorganges der ganzen Pflanze in der Natur erfahren 
muB8B, um in lésliche Form iibergefiihrt zu werden. Nachdem dies in vitro 
bereits durch Spuren von Ammoniak gelang, ist es nicht unwahrschein- 
lich, da8 Ammoniak als pflanzliches und tierisches Abbauprodukt auch 
mit dem durch die Zersetzung der pflanzlichen Materialien freigelegten 
Lignin reagieren und in eine losliche Form iibergeftihrt werden kann. 
Bakterien vermégen ein derartiges Ligninderivat in ahnlichem Grade 
anzugreifen wie die anderen ldslichen Alkalilignine. Unter Sauerstoff- 
ausschluB leistet Lignin den gr6Bten Widerstand gegen einen biologischen 
-Angriff. Dies wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, daB es in 
keiner Weise gelang, ligninzerst6rende Bakterien aus teilweise oder ganz 
zerstortem Holze zu isolieren. Natives Lignin vermégen nur die héheren 
holzzerstérenden Pilze mit Hilfe einer Lignase anzugreifen. Dieses Enzym 
scheint jedoch nicht notwendig zu sein, wie es das Beispiel des cellulose- 
zerstorenden Merulius domesticus zeigt, der in der Lage ist, lésliches 
Lignin in Form von Phenollignin weiter zu verwerten. 


Der Abbau von Lignin scheint stufenweise zu erfolgen. Nach der Auf- 
fassung von WEHMER legen die hdheren holzzerstérenden Pilze die erste 
Bresche in die gegen die Mehrzahl der Mikroorganismen resistente Holz- 
substanz und bewerkstelligen dann allein oder in Gemeinschaft mit 
anderen Kleinlebewesen die Humifizierung. Ohne die Mitwirkung hoherer 

Pilze an der Umwandlung von Lignin kann dieser ProzeB (mit WEHMER) 
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als eine Folge biologischer und chemischer Einfliisse wihrend des Ver- 
rottungsvorganges pflanzlicher Gewebe verstanden werden. Zuerst mis- 
sen die leichter zersetzlichen Zellwandsubstanzen, wie Cellulose und 
Hemicellulosen durch Mikroorganismen angegriffen werden, um so die 
héchstwahrscheinlich glykosidische Verkniipfung des nativen Lignins 
mit den Kohlenhydraten zu trennen. Ammoniak, das durch die unter 
Beteiligung kommensaler Bakterien herbeigefiihrten Zersetzungsvor- 
giinge eiweiBhaltiger Substanzen erzeugt oder durch Stalldiinger hinzu- 
gefiigt wurde, vermag dann mit dem freigelegten Lignin unter Bildung 
von léslichem Ammoniaklignin in Reaktion zu treten, das durch Bak- 
terien weiter abgebaut werden kann. 


Zusammenfassung. 


Spezielle ,,Lignin‘‘-Bakterien konnten in teilweise oder ganz zerst6r- 
tem Holz nicht gefunden werden. Dies mag eine Folge des Stickstoff- 
und Wuchsstoffmangels der verholzten Zellwandmembranen sein. 


Am Ligninabbau sind in der Erde vorkommende, nicht aber aus Holz 
isolierbare Kurzstibchen und Bakterien der Chromogenes- bzw. der Fluo- 
rescens-Gruppe beteiligt. 


Die Widerstandsfaihigkeit des natiirlichen Lignins sowie der festen 
Ligninrickstiinde von der Zellstoffgewinnung und des Cuproxamlignins 
gegen den Angriff von Mikroorganismen liegt in seiner schweren Hydroly- 
sierbarkeit begriindet. Wird jedoch Lignin durch Einfiihren bzw. Bildung 
gewisser Atomgruppen léslich gemacht (lignosulfosaures Calcium, Alkali- 
und Phenollignine), so kann es einem biologischen Angriff unterliegen. 


Die isolierten Ligninbakterien zeichnen sich durch eine gewisse Spezia- 
lisierung aus: Sie verwerten Phenol sehr schlecht. Phenollignin laBt 
sich durch Reinkulturen bis zu 75%, durch Mischkulturen jedoch bis zu 
91% abbauen. Buchenholzlignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte 
Bakterien stirker abgebaut als durch Bakterien aus Fichtenwalderde; 
die Bakterien der Fichtenwalderde verwerten Fichtenholzlignin besser 
als Buchenholzlignin. Die Bakterien aus der schwach sauren Fichten- 
walderde vertragen eine héhere Wasserstoffionenkonzentration als die 
Bakterien aus dem schwach alkalischen Buchenwaldboden. 


Ligninbakterien greifen nur bestimmte Ligninpriparate an; Cellulose 
wird nicht angegriffen. Unter den Fungi imperfecti greifen Fusarium 
lactis, Fusarium nivale sowie zwei weitere aus Walderde isolierte Fusa- 
rium-Arten Lignin gut an, 7'richoderma lignorum, Alternaria tenuis und 
Stemphylium botryosum var. botrytis etwas schwiicher. 


An den starken Pigmentbildungen der Fusariwm-Arten auf Lignin in 
wiaBriger Losung beteiligen sich wahrscheinlich unter Einwirkung von 


Uber den biologischen Abbau des Lignins durch Mikroorganismen. 423 


7 
Phenoldehydrasen gebildete Chinonderivate, die den Bausteinen des 
Lignins und den Huminsiiuren nahestehen. 


Merulius domesticus, der in erster Linie Cellulose zerstort, ist fahig, 
Lignin zu verwerten, wenn dieses in eine lésliche Form tibergefiihrt wor- 
den ist. 


Als ein natiirliches und lésliches Ligninderivat wurde Ammoniak- 
lignin erachtet, das durch Bakterien in Reinkulturen zu 50,9% und von 
Rohkulturen bis zu 67,4% genutzt wird. 


Der Abbau von Lignin durch Bakterien vollzieht sich nur unter Ein- 
wirkung von freiem Sauerstoff. 


Phenoldehydrasen wurden in den untersuchten Ligninbakterien nicht 
gefunden. 


Fiir die Anregung zu vorliegender Arbeit sowie fiir die Unterstiitzung bei ihrer 
Durchfiihrung bin ich Herrn Prof. H. Uttrice zu groBem Dank verpflichtet. Ich 
danke auch Frau Prof. A. Nrernammer fiir die Uberlassung von Pilzkulturen sowie 
fiir wertvolle Hinweise, und der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die verschie- 
dene Hinrichtungen zur Verfiigung stellte. 
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Anmerkung bei der Korrektur: Die Arbeit von W. A. Konetzka, M. J. PELCzaAR jr. 
and 8. Gorrires: The biological degradation of lignin. III. Bacterial degradation 
of alpha-conidendrin. J. Bacteriol. 63, 771—778 (1952) konnte, da sie nach Druck- 
legung erst bekannt wurde, leider nicht mehr beriicksichtigt werden. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Zur Methodik der quantitativen Untersuchung 
von Bakterienkulturen in fliissigen Medien. 


Von 
HOLGER W. JANNASCH. 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 17. Januar 1953.) 


Bestimmungen der Zelldichte in fliissigen Bakterienkulturen durch die 
indirekte kulturelle oder durch die direkte Methode des Auszihlens sind 
bei vielen bakteriologischen Untersuchungen zur Beurteilung des Wachs- 
tums wichtige und exakte Verfahren. Auf der einen Seite schlieBt jedoch 
das Kocusche Plattenverfahren simtliche Wachstumsprobleme ein und 
ist deshalb fiir Reinkulturen bedingt, fiir Mischkulturen nur fiir groébste 
Vergleiche brauchbar. Auf der andern Seite weisen das Zihlkammerverfah- 
ren (nach THoma) oder das Ausstrichverfahren (nach BREED) neben nicht 
zu unterschatzenden Beobachtungsschwierigkeiten eine beschrankte 
Anwendungsméglichkeit dadurch auf, das sie eine geniigend hohe Zell- 
konzentration erfordern. 

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen wurde versucht, die direkte 
Methode zu erweitern, indem man die Organismen (chronologisch begann 
es mit quantitativen Planktonuntersuchungen) in ihren fliissigen Medien 
auf verschiedenen Wegen anreicherte, so z. B. durch Sedimentation 
(UTERMOHL 1936), Zentrifugation, Fallung (u. a. Bater 1935), Vakuum- 
destillation (KusNEeTzow 1931) und Filtration. Hier soll ein neues Ver- 
fahren beschrieben werden, das durch die Anwendung von Membran- 
filtern die Konzentrierung der Fliissigkeitskultur und die Herstellung 
der mikroskopischen Zahlpraparate in einem Arbeitsgang zusammenfaBt. 

Die Filtration durch Membranfilter, die Kotkwirz (1924) bereits fiir Plankton. 
untersuchungen anwandte, benutzte CHoLopny (1928) zur Anreicherung von 
Bakterien in Rohwasserproben und KorrMaNn in einem komplizierten Verfahren 
fiir bodenbakteriologische Untersuchungen. 1933 fand Barsor, daB nach voll- 
stindiger Filtration, Fixierung, Farbung und Aufhellung des Filters die Bakterien 
mikroskopisch gut zu erkennen waren. Weiterhin finden sich Arbeiten von Rasv- 
mor (1933) und Dranowa (1934) auf diesem Gebiet, das sich in letzter Zeit auf 
Untersuchungen morphologischer (Beirne, Scumirz 1950) und analytischer (Trorz 
u. Henpe, 1950) Art ausgedehnt hat. 

Quantitativ wurde bisher mit dieser direkten Membranfilter-Methode 
nur von BELING (1950) bei FluBwasser-Untersuchungen gearbeitet, und 
der Versuch lag nahe, sie fiir die experimentelle Bakteriologie nutzbar 


zu machen. 
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Zur Filtration der Proben kann im Prinzip die ,,COLI 5‘‘-Apparatur (Membran-- 
filter-Gesellschaft, Gottingen) benutzt werden. Da fiir die mikroskopische Aus- 
zihlung die filtrierende Flache der Filter von 36 mm Querschnitt iibermaBig groB- 
ist, wurde vom Verf. ein Aufsatz (Abb. la) konstruiert, der das Filter in 19 fil- 
trierende Kreisflichen mit emem 
Querschnitt von je 6 mm unter- 
teilt (Abb. 2), und deres gestattet, 
die entsprechende Zahl von Pro- 
ben oder auch Kontrollverdiin- 
nungen einer Probe zugleich auf 
einem Filter abzusaugen. Die 
filtrierenden Flachen betragen in 
diesem Fall etwa 25 mm?, das 
sind 15625 Zahlquadrate von je 
40 « Seitenlinge. Die Verteilung 
der Zellen auf dem Filter ist bei 
richtiger Einfiillung der Probe 
und ausreichender Dichte voll- 
stindig gleichmaBig, und die 
_ Rander der einzelnen Felder 
Abb. 1. a Aufsatz fiir 19 Proben und 6 Aufsatz fiir Src scharf an die nicht fil- 
7 Proben. Beide auf dem Filtertisch der ,,Coli 5‘‘-Appa- trierenden Teile des Filters 
ratur. ¢ ALLIHNsches Rohrehen als Filtrierapparatur. (Abb. 3). Wahrend dieser Auf- 

satz aus Metall besteht, sitzen 
bei einem anderen Modell 7 eingebaute Glasrohre auf dem Filter auf und unterteilen 
ihn so in die entsprechende Anzahl filtrierender Flachen der gleichen GréBe 
(Abb. 1b). Fiir einzelne Proben kann weiterhin eine einfache Glasapparatur 
verwendet werden (ahnlich dem ,,STHFI“, M.F.G., Gottingen), die sich aus 
einem sogenannten ALLIHNschen Réhr- 
chen (Jena) leicht herstellen laBt. Der 
Durchmesser der eingeschmolzenen Glas- 
sinterplatte (G3 oder G4) betraigt hier 
20 mm (Abb. 1c). Dieses einfache Gerat 
erwies sich auch fiir die anderen An- 
wendungsgebiete der Membran-Filtra- 
tion als auBerordentlich brauchbar. 
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Kine Sterilisation ist fiir die hier be- 
sprochenen Untersuchungen nicht nétig. 
Wichtig ist die Reinigung der Teile, die 
mit der Probe in Berithrung kommen, 
d.h. die Beseitigung der das mikrosko- 
pische Gesichtsfeld st6renden Schmutz- 
teilchen oder Bakterienzellen vorher- 
gehender Proben. Daf im ersteren Fall 
die Beobachtung iiberhaupt unméglich 
gemacht wird, oder im letzteren das Abb. 2. Priparation des gefiirbten und getrock- 
Zahlergebnis durch verunreinigende Or- neten Filters mit 19 filtrierten Proben. 
ganismen gefalschtwerden kann, laBt sich 
leicht durch ein Vorwaschen mit Pril-Wasser (als Reinigungsmittel im Handel befind- 
liche Mischung quarternarer Ammoniumbasen) und ein kurzes N achsptilen mit vor- 
filtriertem Wasser verhindern. Die trotzdem noch auftretenden Verunreinigungen 
stéren das Zahlbild in keiner Weise. Es ist tiberhaupt zweckmaBig, sich in einer 
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Spritzflasche einen gréBeren Vorrat an vorfiltriertem Wasser (Membranfilter 
Nr. 5) mit einem Zusatz von 1% Formalin bereitzuhalten, der zugleich das Ver- 
diinnungsmedium darstellt. Auch ist es notwendig, unmittelbar nach dem Absaugen 
der Probe die auf dem Filter aufsitzenden Réhrchen nachzuspiilen, da meist einige 
Tropfen der Bakterienaufschwemmung an den Innenwinden hangen bleiben. 

Das klare Zahlbild hangt von der Dichte der Bakterien auf dem Filter ab, die 
bei Formen von 1—3 ~ GréBe 1000—30000 Zellen je Quadratmillimeter betragen 
soll. Durch eine Voruntersuchung und eine Uberschlagsrechnung laBt sich das ent- 
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Abb. 3. Mikroskopisches Bild der Randzone einer der filtrierenden Flachen, Vergr. 350 fach. 


sprechende Verdiinnungsverhaltnis rasch ermitteln. Um eine gleichmaBige Ver- 
teilung der Bakterien auf dem Filter zu erhalten, soll die Schichtdicke der ein- 
gefiillten Probe den Durchmesser der filtrierenden Flaiche um ein Mehrfaches tiber- 
steigen. Betragt der Durchmesser also 20 mm, sollte die Probe auf 15—20 cm? auf- 
gefiillt werden. Zur Kulturfliissigkeit zugesetzte kolloidal geloste Stoffe stéren bei 
den normalen Konzentrationsverhaltnissen weder bei der Filtration noch bei der 
Farbung des Filters. Ausserdem ist es méglich, die Poren des Filters durch das 
Nachspiilen mit schwachen Sauren bzw. Alkalien zu reinigen, ohne die auf der 
Oberfliche liegenden Zellen zu zerst6ren. 

Die mit 3%igem Formalin fixierten Proben lassen sich lange Zeit aufbewahren, 
was die Aufarbeitung einer Serie wesentlich erleichtert. Wird die Filtration sofort 
vorgenommen, gentigt — was die Farbung anbetrifft — eine Hitzefixierung bei 70°. 
Erfolgt in diesem Fall die Einbettung in Ol nicht sofort, so ist es bei sporenbildendem 
Material angebracht, das Filter zur Fixierung kurz auf ein formalingetrénktes Fil- 
trierpapier aufzulegen, da ein Wachstum auf den getrockneten Filtern in mehreren. 
Fallen beobachtet worden ist. 

Die Farbung der Filter mit Methylenblau ist die einfachste und fiir das Aus- 
zahlen der Zellen zugleich kontrastreichste. Zur Sichtbarmachung feinerer Struk- 
turen kénnen die wasserléslichen Farbstoffe Erythrosin und Wasserblau heran- 
gezogen werden, die ein nachtragliches Entfarben des Filters zur Hebung des 
Kontrastes erlauben (BeLine 1949 und RarBxe 1951). Die Farbedauer ist in diesem 
Fall wesentlich langer und die Beobachtung mit dem Phasenkontrast-Verfahren oft 
unerlaBlich. Falls sich zuviel Farbstoff in den Poren niedergeschlagen hat, lassen 
sich auch mit Methylenblau gefarbte Filter durch Nachwaschen (Absaugen) mit 


vorfiltriertem Wasser entfarben. 
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Dem Immersionsol setzt man zur besseren Aufhellung des Filters in gleichen — 
Teilen natiirliches Nelkeno] zu*. 

Weitere Einzelheiten, die bei kurzer Beschaftigung mit diesem Pro- 
blem selbstverstiindlich erscheinen, sollen hier unerwaihnt bleiben. Der 
gesamte Vorgang der Filtration und Praparation der Proben gliedert 
sich wie folgt: 

1. Einlegen der feuchten** Filter mit einer Pinzette in den Apparat, 
Aufschrauben des Aufsatzes und kurzes Ansaugen (Wasserstrahlpumpe). 

2. Kinfiillen der fixierten und entsprechend verdiinnten Proben mit 
Pipetten. Filtration. 


Tabelle 1. Schwankungen der Zahlwerte. 


Menge der Glasapparat Aufsatzgeriit 
filtrierten | Zan der Bakterien Zahl der Bakterien 
Suspension | je 4x4Quadrate | bezogen auf1em* | je 4x4 Quadrate | bezogen auf 1 cm® 
in em* (25600 12) (25600 «?) 
1 65 | 65,0 44 | 44,0 
2 129 64,5 98 49,0 
3 148 49,3 147 45,7 
4 242 60,5 181 45,5 
5 271 54,2 228 45,6 
6 331 55,1 296 49,0 
7 454 64,8 341 48,7 
8 458 57,2 368 46,0 
9 545 60,5 438 48,7 
10 615 61,5 492 49,2 
11 604 55,0 525 46,8 
12 716 59,6 585 48,0 
13 778 59,8 638 49,0 
14 821 58,6 652 46,5 
15 842 56,1 718 47,8 
Mittel: 58,4 | Mittel: 47,2 
Gesamtzahl: 47820000 Gesamtzahl: 45970000 
Mittlere Abweichung: 6% Mittlere Abweichung: 4% 


3. Hitzefixierung des Filters bei etwa 70° 20 min im Trockenschrank. 

4. Auflegen des Filters auf die Oberflache einer Methylenblau- 
Lésung (0,5g Methylenblau, 10cm? 96°%iger Athylalkohol, 100cm% 
aq. dest.) wiihrend I—3 min bis zur gleichmaBigen tiefblauen Anfiirbung. 

5. Trocknen bei etwa 70° (10—15 min). 

6. Zur Aufhellung wird das Filter oder ein Teil desselben auf einen 
Objekttriiger gelegt, der zuvor mit einer diinnen Schicht des Aufhellungs- 
mittels in der entsprechenden Flichengr6éBe bestrichen worden ist. Wenn 


* Naheres tiber die Aufhellung der Membranfilter mu8 der Kiirze halber an 
anderer Stelle berichtet werden. 


** Zur Entfernung von Lésungsmitteln werden die Filter vor der Verwendung 
kurz in aqua dest. aufgekocht. 
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sich die Filterteilchen in einigen Sekunden vollgesogen haben (d. h. die 
Luft aus den Poren verdringt ist), werden sie mit einem weiteren Tropfen 
des Aufhellungsmittels und einem Deckglas bedeckt (Abb. 2). 

Durch vergleichende Dichtebestimmungen ein und derselben Bak- 
teriensuspension wurde zunachst der prozentuale Fehler der Methode 
festgestellt. 2cm? einer stark getriibten Flissigkeitskultur von Bac. 
amylobacter (0,5 Difco-Fleischextrakt: 1°, Glucose; 0,1°, Ascorbin- 
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1200 ° =Messung mit dem Glasaqpparat __| 
x =Messung mit dem Autsatzgerat 


1000 = 1 


Zahl der Bakterien je cm? (in 1000) 


Abb. 4. Zunahme der Anzahl der Zellen je Kubikzentimeter in einer Fliissigkeitskultur von Bac. 
amylobacter in den ersten 7 Std bei einer Hinsaatmenge von 80000 Zellen je Kubikzentimeter. 
siiure; py 7,0!) wurden in 200 cm? vorfiltriertem und mit 3° Formalin ver- 
setztem Wasser aufgeschwemmt. Hiervon wurden je 1, 2,3 usw. bis 15 cm?® 
in der 20 mm-Glasapparatur filtriert und von jedem der 15 gefarbten Filter 
ein Stiickchen (etwa 14 cm?) aufgehellt. Parallel dazu wurde jeweils die 
1:10 verdiinnte Menge (da das Verhaltnis der filtrierten Flachen des neuen 
Aufsatzgerates und der Glasapparatur etwa 1:10 entspricht) in 15 Rohr- 
chen des Aufsatzes eingefiillt und der Filter ebenfalls prapariert. 

Die Zahlung fand bei 350facher VergréBerung statt mit einem Okular- 
netz, dessen kleinste nicht mehr unterteilte Quadrate im Gesichtsfeld 
eine Seitenlinge von 40 ~ aufwiesen. Es wurden bei geringerer Dichte 
in 20, bei gréRerer Dichte in 10 Gesichtsfeldern je 44 Quadrate aus- 
gezaihlt. Das Mittel dieser Zahlen erscheint in der zweiten bzw. vierten 
Spalte der Tab. 1. In der dritten bzw. fiinften Spalte ist dieser Wert 
auf 1 cm? umgerechnet. Das Mittel dieses vergleichbaren Wertes mit dem 


1 Das ausgezeichnete Wachstum von Bac. amylobacter in dieser Nahrlésung 
wurde von H. Sroup ausprobiert. 
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